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N-acetilglukozaminilacija in fosforilacija sta medsebojno povezani dinamični post-translacijski 
modifikaciji, ki sta vključeni v regulacijo številnih celičnih procesov. N-acetilglukozaminilacijo 
uravnavata dva encima, in sicer O-β-N-acetilglukozaminil transferaza (OGT), ki pripenja, in O-
β-N-acetilglukozaminil hidrolaza (OGA), ki odstranjuje N-acetilglukozamine iz tarčnega mesta 
proteina. Po drugi strani pa je proces fosforilacije uravnavan z več encimi, med katerimi je tudi 
družina tirozin kinaz. Le-te so pomembne tarče v rakavih obolenjih, saj so se zaviralci tirozin 
kinaz izkazali kot uspešen terapevtski pristop. Znano je, da lahko kinaze vplivajo na aktivnost 
OGT in obratno – OGT lahko vpliva na aktivnost kinaz. Na podlagi tega smo sklepali, da lahko 
zaviralci OGT posredno vplivajo na delovanje tirozin kinaz. Našo domnevno smo preverjali na 
izbranih rakavih celičnih linijah, na katerih smo vrednotili citotoksične vplive zaviralcev OGT, 
zaviralcev tirozin kinaz ter njihove kombinacije. Določili smo srednjo inhibitorno vrednost 
(IC50) za posamezno celično vrsto in izbrane zaviralce tirozin kinaz (regorafenib, sorafenib, 
imatinib, ibrutinib, dasatinib) ter pri tem ugotovili, da se vrednosti nahajajo v različnih 
koncentracijskih območjih. Rezultat je bil pričakovan, saj smo uporabili različne vrste celičnih 
linij, katerih preživetje je različno odvisno od tarčnih tirozin kinaz. Podatki so prav tako 
pokazali, da dodatek zaviralca OGT ojača delovanje regorafeniba na celicah HAP-1 in AMO-
1. V nadaljevanju smo nato proučevali sinergistične učinke kombinacije zaviralca OGT in 
regorafeniba na živost, stopnjo proliferacije in celični cikel rakave celične linije AMO-1. 
Pokazali smo, da izbrana kombinacija zaviralca tirozin kinaze in OGT statistično značilno zniža 
živost in stopnjo proliferacije celic AMO-1, vendar nima signifikantnega učinka na razporeditev 
celic v posamičnih fazah celičnega cikla. Preliminarni rezultati so prav tako nakazali, da proženje 
celične smrti najverjetneje ne poteka preko aktivacije programirane celične smrti (t.j. apoptoze), saj 
nismo uspeli določiti povišanja deleža zgodnjih apoptotičnih celic.  
Rezultati kažejo, da je lahko sočasna uporaba TKI in zaviralcev OGT obetaven in učinkovit 
pristop proženju celične smrti v nekaterih vrstah rakavih celic, a so potrebne nadaljnje študije, 
ki bi osvetlile dogajanje na molekularnem nivoju. 
 
Ključne besede: N-acetilglukozaminilacija, fosforilacija, encim OGT, encim OGA, živost, 




O-GlcNAcylation and phosphorylation are dynamic post-translational modifications, which are 
involved in regulation of many cellular processes and have an extensive cross talk. O-
GlcNAcylation is regulated by two enzymes: O-GlcNAc transferase (OGT), which attaches O-
GlcNAc, and O-GlcNAcase (OGA), which removes it from the protein target site. 
Phosphorylation, on the other hand, is regulated by several enzymes including the tyrosine 
kinase family, which are important targets for cancer treatment. Namely, tyrosine kinase 
inhibitors have shown to be a successful therapeutic approach in treatment of malignancies. It 
is known that kinases can affect OGT activity and vice versa – OGT can affect kinase activity. 
Based on this, we conclude that OGT inhibitors may indirectly affect the activity of tyrosine 
kinases. Our hypothesis was tested on selected cancer cell lines, on which we evaluated the 
cytotoxic effects of OGT inhibitors, tyrosine kinase inhibitors and their combinations. The 
mean inhibitory value (IC50) of selected tyrosine kinase inhibitors (regorafenib, sorafenib, 
imatinib, ibrutinib, dasatinib) for each cell type was determined. We observed that IC50 values 
differed between cell lines and between the types of inhibitor used. This result was expected 
since we used different cell types whose survival distinctively depends on specific tyrosine 
kinases. Data also revealed that the addition of an OGT inhibitor enhances the action of 
regorafenib on HAP-1 and AMO-1 cell lines. Next, we examined whether these observed 
synergistic effects on cytotoxicity, after co-treatment of AMO-1 cells with an OGT inhibitor 
and regorafenib, are also reflected on the level of cell viability, proliferation rate and the 
distribution of cells within the cell cycle phases. We confirmed that the combination of 
regorafenib and the OGT inhibitor causes a synergistic reduction of the cell viability and 
inhibits the proliferation rate of AMO-1 cells. However, this combination did not have a 
significant effect on cell distribution in individual phases of the cell cycle. Preliminary results 
also indicate that cell death is most likely not triggered through the activation of the 
programmed cell death pathways (i.e. apoptosis), as we were unable to determine a time-
dependent increase of early apoptotic cells. 
Based on these results, we provide evidence that co-treatment with TKI and OGT inhibitors 
may be a promising and effective approach to effectively trigger cell death in some types of 
cancer cells. Nevertheless, further studies are needed to shed light on the underlying molecular 
mechanisms as well use more relevant experimental models (e.g. 3D cell cultures). 
Key words: O-GlcNAcylation, phosphorylation, enzyme OGT, enzyme OGA, viability, 




AA/AB     akrilamid/bisakrilamid 
AK      aminokislina 
APS      amonijev persulfat 
ATP       adenozin trifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
BSA       goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
CAMKIV           angl. calcium/calmodulin-dependent protein kinase type IV 
CFSE                  karboksifluorescein sukcinidimil ester  
DC                      kompatibilno z detergentom (angl. detergent compatible) 
DMSO      dimetilsulfoksid 
DNA        deoksiribonukleinska kislina 
EC50                    koncentracija, ki ima 50 % učinkovitost (angl. 50% effective concentration) 
EMT                    epitelijsko-mezemhimski prehod (angl. epithelial-mesenchymal transition) 
FBS        fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum) 
G6PI                    glukoza-6-fosfataza 
GFAT                  glutamin-fruktozno amidotransferazo 
GH        glikozilhidrolaza  
GIST                   stromalni tumor prebavil (angl. gastrointestinal stromal tumor) 
GK                       N-acetilglukozamin kinaze (angl. GlcNAc kinase) 
GT        glikoziltransferaza 
HAT                     histon acetil-transferaza 
HBP        heksozaminska biosintezna pot 
HEPA                  visoko učinkoviti zračni filtri (angl. high efficiency particulate absorbing) 
HK                      heksokinaza 
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HSPB1                protein vročinskega šoka β1 (angl. heat shock protein β1) 
IC50                          koncentracija, kjer pride do 50 % zavrtja (angl. 50% inhibitory concentration) 
IPAH                  idiopatska pljučna arterijska hipertenzija 
KLL                    kronična limfocitna levkemija 
KML                   kronična mielogena levkemija 
LAF                     laminarni pretok zraka (angl. laminar air flow) 
MAPK                 mitogen-aktivirajoča kinaza (angl. mitogen-activated protein kinase) 
mOGT       mitohondrijska OGT 
MK                   maščobne kisline 
MTS         tetrazolijeva sol 
ncOGT        jedrna in citoplazemska OGT 
OGA         N-acetil-β-glukozamin hidrolaza 
O-GlcNAc             N-acetilglukozamin 
OGT         N-acetil-β-glukozamin transferaza 
PBS         fosfatni pufer, vsebuje soli (angl. phosphate-buffered saline) 
PDGF                    trombocitni rastni dejavnik (angl. platelet-derived growth factor) 
PI          propidijev jodid (angl. propidium iodide) 
PI3K                      fosfoinozitidne 3-kinaze (angl. phosphoinositide 3-kinases) 
PS                           fosfatidil serin (angl. phosphatidyl serine) 
PSA                        prostato-specifični antigen 
PTM          post-translacijska modifikacija 
RIPA          lizirni pufer (angl. radioimmunoprecipitation assay buffer) 
RNA           ribonukleinska kislina 
RTK                        tirozin kinazni receptorji 
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SD                           standardna deviacija 
SDS           natrijev dodecil sulfat (angl. sodium dodecyl sulphate) 
sOGT           kratka OGT 
TEMED          tetrametiletilendiamin 
TKI                         zaviralci tirozin kinaz (angl. tyrosine kinase inhibitor) 
TMG           Thiamet-G 
TPR                        tetratrikopeptidi 
UTP                        uridil trifosfat 
UDP-GlcNAc         uridin-difosfat N-acetilglukozamin 






1.1 Razvoj rakavih obolenj  
Človeško telo je zgrajeno iz celic različnih tipov, ki se delijo in rastejo le, ko je zagotovljeno 
ustrezno zaporedje celičnih signalnih poti. Med celičnimi delitvami prihaja do podvajanja 
dednega materiala, kjer se lahko pojavijo naključne spremembe nukleotidnega zaporedja, ki jih 
popravijo celični popravljalni mehanizmi ali pa sprožijo celično smrt. Problem nastane, ko le-
ti ne prepoznajo in popravijo napake, saj posledično celica s spremenjenim dednim materialom 
ni odstranjena. V normalnih celicah lahko poleg naključnih mutacij nastanek le-teh povzročijo 
kemijski kancerogeni, ionizacijsko sevanje ali virusi. Posledično nastane transformirana celica, 
ki se pospešeno deli, je genetsko nestabilna, heterogena in sproži nastanek celičnih klonov. 
Tvorbe iz benignih celic, ki ostanejo združene v enotno maso, gradijo t.i. benigne tumorje. 
Benigni tumorji imajo vidno razmejitev z okolico in se ne razširijo v druge dele telesa, zato jih 
običajno lahko v celoti kirurško odstranimo. Celice, ki se delijo na nenadzorovan način ter so 
sposobne vdirati in zasedati območja, kjer normalno niso prisotne, imenujemo maligne oz. 
rakave celice. Takšne celice so invazivne in se lahko ločijo od primarnega tumorja ter vstopijo 
v krvni ali limfni obtok, ki jih raznese v oddaljene organe, kjer nastanejo sekundarni tumorji 
imenovani zasevki oziroma metastaze (1). Rakave celice se v organizmu pojavljajo precej 
pogosto in niso nevarne, dokler so jih celice imunskega sistema sposobne prepoznati, označiti 
in odstraniti (2). Nastanek rakavih celic povzroči aktivacija onkogenov in utišanje tumor 
supresorskih genov. Za utišanje tumor supresorskih genov je potrebna mutacija obeh alelov, 
medtem ko je za aktivacijo onkogenov dovolj le en mutiran alel. Somatske mutacije so lahko 
genetskega ali epigenetskega izvora. Za spremembo normalne celice ni dovolj le ena sama 
mutacija, ampak je potrebnih več neodvisnih dogodkov, ki izhajajo iz ene same abnormalne 
celice. Tako nastanejo kloni nenormalnih celic, ki imajo večjo sposobnost razmnoževanja in 
lahko prodrejo na območja drugih tkiv (1, 2). Rakave celice so podvržene selekcijskemu 
pritisku mikrookolja, ki določa njihovo preživetje in heterogenost. Aktivacija onkogenov jim 
omogoča preživetje v slabših razmerah, kot je zmanjšan dotok kisika in hranil, zaradi česar so 
rakave celice tudi sposobne tvorbe krvnih žil znotraj tumorja, t.i. angiogeneze, kar jim omogoča 
hitro in nekontrolirano delitev. Poleg tega so rakave celice nediferencirane, nimajo kontaktne 
inhibicije, imajo hitrejši potek celičnega cikla, imajo spremenjen celični metabolizem, pridobijo 
sposobnost epitelijsko-mezenhimskega prehoda (EMT) ter imajo večjo količino avtofagnih 
vakuol v citoplazmi. Poleg genetskih potekajo tudi epigenetske spremembe, kot so spremembe 
v konformaciji kromatina, kovalentne modifikacije histonov, metilacije določenih zaporedij 
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DNA in regulacija z ne-kodirajočimi RNA. Najpomembnejše so spremembe v konformaciji 
kromatina, ki so posledica interakcij različnih modifikacij, in sicer lahko kovalentne 
modifikacije spremenijo strukturo kromatina in tako uravnavajo izražanje genov (3). Tako 
genetske kot epigenetske spremembe se kopičijo v celicah in povzročajo nove mutacije, ki 
omogočajo hitrejšo rast in pomnoževanje celic ob normalni ali zavrti apoptozi, kar se odraža v 
rasti tumorja (2).  
1.1.1 Post-translacijske modifikacije 
Nastanek raka je povezan tudi z okvarami mehanizmov post-translacijskih modifikacij (PTM), 
kjer pride do napak pri pripenjanju skupin na že nastale proteine. PTM, vključno z glikozilacijo, 
ubikvitinacijo, metilacijo, acetilacijo in fosforilacijo, vplivajo na strukturo in funkcijo proteina 
(4). Na proteine se po transkripciji in translaciji s pomočjo encimov kovalentno pripenjajo 
različne verige ali funkcionalne skupine. Pripete skupine vplivajo na povezovanje z drugimi 
proteini, lokalizacijo, stabilnost in aktivnost proteinov. Posledično regulirajo številne biološke 
procese, kot so celični cikel, izražanje genov, metabolizem, celični transport in prenašanje 
signalov. PTM so pomembni regulatorni mehanizmi, katerih okvare lahko vodijo v nenormalno 
delovanje celice ali celično smrt (5). Nekatere izmed PTM sodijo med epigenetske spremembe, 
in sicer je takšen primer PTM histonov. Eden izmed načinov modifikacije je acetilacija, ki  
poteka s histon acetiltransferazami (HAT) in vpliva na povečanje transkripcijske aktivnosti. V 
literaturi so Singh in sodelavci opisali, da je na histone poleg acetilne ali metilne skupine lahko 
pripet tudi N-acetilglukozamin, ki uravnava celično delitev, dinamiko kromatina in ekspresijo 
genov, kar omogoča uravnavanje razmerja med acetilacijo in N-acetilglukozaminilacijo (3). 
1.2 Fosforilacija  
Fosforilacija proteinov velja za najpogostejšo PTM aminokislinskih (AK) stranskih verig. V 
evkariontskih celicah se fosforilacija pojavlja predvsem pri stranskih verigah AK z nukleofilno 
skupino (–OH), in sicer pri serinu, treoninu in tirozinu. Fosforilacija je reverzibilna PTM, ki jo 
regulirajo encimi iz skupin kinaz in fosfataz. Od ravnovesja teh dveh družin encimov in njune 
katalitične učinkovitosti je odvisno fosforilacijsko stanje proteinov v celici (6). Le-ti nastanejo 
s pripenjanjem fosfatne skupine iz adenozin trifosfata (ATP) na nukleofilno tarčo (slika 1), ki 
v zmerno polarno območje proteina vnese veliko nabito skupino, kar omogoča kisikovim 
atomom tvorbo ene ali več vodikovih vezi z AK ostanki. Negativno nabite stranske verige se 
lahko odbijajo od sosednjih negativno nabitih AK ostankov, kar lahko vpliva na zvitje proteina 
(7). Spremembe v zvijanju fosforiliranega proteina, t.i. konformacijske spremembe, uravnavajo 
celično signalizacijo in funkcijo proteinov. Kinaze so primer, kako konformacijske spremembe 
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vplivajo na encim, saj se njihova katalitična aktivnost uravnava s fosforilacijo regulativne 
podenote, in sicer jih je večina v osnovnem stanju defosforiliranih (neaktivnih) ter se s 
fosforilacijo aktivirajo (6, 7).  
 
Slika 1: Shematski prikaz fosforilacije serina. Prikazano je pripenjanje fosfatne skupine iz ATP na nukleofilno tarčo, kar 
olajšajo magnezijevi ioni (prirejeno po 6). 
1.2.1 Kinaze in fosfataze 
Proteinske fosfataze sodijo v družino encimov, ki katalizirajo cepitev fosfatne skupine iz 
tarčnega proteina na nukleozid-difosfat. Človeški proteom vsebuje približno 150 proteinskih 
fosfataz, ki kažejo specifičnost za fosforilirane AK ostanke serina ali treonina in tirozina. 
Serinske ali treoninske fosfataze posredujejo direktno hidrolizo fosfatne skupine s pomočjo 
bimetalnega (Fe/Zn) centra, medtem ko tirozinske fosfataze tvorijo kovalentni tio-fosforilni 
intermediat. Čeprav je hidroliza končni cilj obeh skupin fosfataz, to izvajata preko ločenih 
mehanizmov. Proteinske kinaze so razvrščene v poddružine glede na različne katalitične 
domene in vključujejo tirozin kinaze ali serin/treonin kinaze (6). Kinaze sodijo v družino 
encimov, ki katalizirajo prenos fosfatne skupine iz donorja (ATP) na tarčno mesto akceptorja. 
Specifičnost substrata za proteinske kinaze ne temelji le na tarčni AK, ampak tudi na 
konsenzusnih zaporedjih, ki se pojavljajo znotraj skupnih strukturnih motivov, tako lahko 
kinaze fosforilirajo eno ali več AK na posameznem proteinu (6, 7). Kinaze in fosfataze delimo 
glede na mesto delovanja na zunajcelične in znotrajcelične. Zunajcelične ali receptorske so 
proteini na celični površini, ki imajo kritično vlogo pri prenosu zunajceličnih signalov v 
citoplazmo. Zanje so značilna imunoglobulinom podobna zaporedja v N-terminalni 
zunajcelični domeni, lipofilni transmembranski segment in znotrajcelična C-terminalna 
domena, ki vključuje katalitično mesto tirozin kinaz (8). Poznamo tudi znotrajcelične tirozin 
kinaze in tirozin fosfataze, ki so v citoplazmi prisotne v topni obliki ali povezane s 
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transmembranskimi proteini (7). Te kinaze prenašajo znotrajcelične signale preko vezave 
liganda na receptor, kar povzroči dimerizacijo tirozin kinaz in s tem avtofosforilacijo 
citoplazemske domene ter posledično njihovo aktivacijo. Poleg tega sodelujejo tudi v 
citoplazemskih signalnih poteh, kjer znotrajcelični mediatorji prenašajo zunajcelične signale 
preko membranskih receptorjev skozi citoplazmo v jedro (8).  
1.2.2 Vloga fosforilacije pri rakavih obolenjih 
Nastanek raka je povezan tudi z okvarami v poteku fosforilacije, kar vpliva na strukturo in 
delovanje proteina. Fosforilacija omogoča dostopnost vezavnih mest za različne substrate, le-ti 
so pomembni za nastanek signalnih kaskad, ki vplivajo na številne celične procese, med drugim 
lahko spremenijo izražanje genov in določajo celične odzive. Deregulacija membranskih 
tirozin-kinaznih receptorjev (RTK) spodbuja rast in invazijo tumorjev. Le-ta je lahko posledica 
prekomernega izražanja genov, fuzije dveh receptorjev, mutacij ali neustreznega delovanja 
ostalih fosfataz ali kinaz. Zaradi nezadostnega odstranjevanja fosfatne skupine iz ostankov 
tirozina postanejo receptorji trajno aktivni in se posledično ne odzivajo na zaviralne signale, ki 
so prisotni v normalnih celicah. Tako so zaradi neuravnane fosforilacije in stalne aktivnosti 
receptorja posledično bolj izražene celična proliferacija, migracija, invazija in celična 
diferenciacija. Primer raka, ki nastane zaradi abnormalne fosforilacije in acetilacije androgenih 
receptorjev, je rak prostate. Prav tako se zaradi motenj v fosforilaciji proteinov lahko razvijejo 
druge kronične bolezni, kot je Alzheimerjeva bolezen, kjer pride do povečane fosforilacije tau 
proteinov in posledično do agregacije v možganih. Zaradi odsotnosti PTM na domenah 
proteinov vpletenih v metabolno signalizacijo pa se lahko pojavi tudi sladkorna bolezen tipa 2 
(9). 
1.2.3 Zaviralci tirozin kinaz 
Klasična kemoterapija se izvaja s citostatičnimi zdravili, ki večinoma delujejo na DNA. Ta 
zdravila nimajo specifičnega delovanja na rakave celice, ampak vplivajo na vse hitro deleče se 
celice. To se odraža v hudih neželenih učinkih, kar vodi v razvoj tarčne terapije za zdravljenje 
rakavih obolenj (10). Mednje spada tudi uporaba zaviralcev tirozin kinaz (TKI), saj imajo 
tirozin kinaze pomembno vlogo pri modulaciji specifičnih signalnih poti, ki so pomembne pri 
nastanku, razvoju in napredovanju rakavih obolenj. Te protitumorne učinkovine delujejo na 
RTK, kot sta receptor za endotelijski žilni rastni dejavnik (VEGF) in receptor za rastni dejavnik 
trombocitov (PDGF), in tudi na znotrajcelične tirozin kinaze, kot je fuzijski protein Bcr-Abl. 
Številni TKI delujejo hkrati na več tirozin kinaz, medtem ko imajo nekateri izključno le eno 
tarčo. V obeh primerih zaviralci tekmujejo z ligandi za vezavno mesto na katalitični domeni 
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(8). TKI imajo tudi številne neželene učinke, ki zmanjšujejo kakovost življenja pacientov, in 
sicer se le-ti pojavljajo zaradi vpetosti tirozin kinaz v celici v številne signalne poti in uporabe 
prevelikih odmerkov. Med neželene učinke TKI štejemo hipertenzijo, ledvično popuščanje, 
kardiotoksične učinke, poškodbe kože, arterijsko trombembolijo in gastrointestinalno 
perforacijo (10). Primeri TKI na tržišču (glej preglednico I), ki se uporabljajo za zdravljene 
različnih vrst kancerogenih obolenj, so sorafenib (Nexavar®), ibrutinib (Imbruvica®), imatinib 
(Gleevec®), regorafenib (Stivarga®) in dasatinib (Sprycel®). Omenjeni kemoterapevtiki so 
peroralno aktivne, majhne molekule, ki jih je mogoče kombinirati z radio- ali kemoterapijo (16-
22).  





Poimenovanje  sorafenib ibrutinib dasatinib 
Tarče 
B-raf, RAF, VEGF(R)-1, -2, 
-3, FLT3(R), PDGF(R)-β, 
Kit(R), FGF(R)-1, Ret(R) 
BTK Abl, -2, Src, Lck, Kit(R), 
PDGF(R)-β, STAT5B, 




Poimenovanje regorafenib imatinib 
Tarče 
VEGF(R)-1, -2, -3, Kit, PDGF-α, -β,  
FGF(R)-1, -2, itd. 
Bcr, Kit, RET, PDGF-α, -β, ABL1, itd. 
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(i) Sorafenib se uporablja pri zdravljenju napredovanega raka ledvic, jeter ali ščitnice. Zaviralno 
deluje na receptorjih VEGF -1, -2 in -3, na receptorju PDGF in na več RAF kinazah. Zaviranje 
teh kinaz zmanjšuje angiogenezo, ki je pomembna za rast in širjenje več oblik trdnih tumorjev 
(16).  
(ii) Ibrutinib se uporablja za zdravljenje refraktarne kronične limfocitne levkemije (KLL) in 
limfoma plaščnih celic. Kot zaviralec Brutonove tirozin kinaze, ki je bistven del signalne poti 
receptorjev B celic, preprečuje aktivacijo, diferenciacijo in delitev B celic (17).  
(iii) Dasatinib se uporablja pri zdravljenju kronične mielogene levkemije (KML) in preprečuje 
nenormalno delovanje tirozin-kinaznega receptorja Bcr-Abl. Le-ta nastane zaradi fuzije genov 
bcr in abl kot posledica translokacije med kromosomoma 9 in 22 (Philadelphia kromosom, 
Ph+). Posledično konstitutivna izraženost receptorja za tirozin kinazo povzroči kontinuirano 
rast in razmnoževanje celic. Učinkovito zaviranje encima lahko tako privede do regresije 
levkemije, a se lahko pojavi odpornost na učinkovino, če pride do mutacij v genu za bcr-abl 
tirozin kinazo (16, 18).  
(iv) Regorafenib se uporablja pri zdravljenju refraktarnega kolorektalnega raka z zasevki, 
hepatocelularnega karcinoma in stromalnega tumorja prebavil (GIST). Je multi-specifični 
zaviralec kinaz, ki zavira delovanje VEGF-1, -2 in -3, receptorja PDGF in tudi več RAF kinaz, 
c-Kit in TIE2. Zaviranje delovanja teh kinaz zmanjšuje angiogenezo, ki ima pomembno vlogo 
pri rasti in širjenju trdnih tumorjev (19, 20).  
(v) Imatinib se uporablja pri zdravljenju GIST in KML s prisotnim Philadelphia kromosomom 
s konstitutivno izraženim tirozin kinaznim receptorjem Bcr-Abl. Uvedba imatiniba v klinično 
medicino je eno izmed pomembnejših napredkov pri zdravljenju raka, saj je prvo 
antineoplastično sredstvo, ki specifično vpliva na molekularne spremembe značilne za rakave 
celice. Njegova uporaba je, podobno kot pri dasatinibu, omejena z razvojem tumorske 
odpornosti, ki nastane zaradi mutacije kinaz (21, 22).  
1.3 Glikozilacija  
Glikozilacija je PTM, ki se nanaša na kovalentno pritrjevanje monosaharidov ali kompleksnih 
oligosaharidov na večje število jedrskih, citoplazemskih in mitohondrijskih proteinov (23). 
Pripenjanje sladkorjev preko O-, N-, S- ali C-glikozidnih vezi katalizirajo encimi, ki se 
imenujejo glikoziltransferaze (GT) (24). Nasprotno delujejo gikozil-hidrolaze (GH), ki 
katalizirajo cepitev O-, N- ali S-glikozidne vezi (25). Najpomembnejši vrsti glikozilacije 
predstavljata N- in O-glikozilacija. Pri N-glikozilaciji prihaja do pripenjanja sladkornih verig 
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na stransko aminsko skupino asparagina (26). Začne se po vstopu polipeptida v lumen ER, kjer 
GT prepozna specifično zaporedje, čemur sledi prenos sladkorne verige na dušik amina v 
stranski verigi asparagina (26, 27). O-glikozilacija pa poteče v nekaterih primerih na že zvitih 
proteinih v GA, kjer se sladkorne komponente (monosaharidi) vežejo predvsem na stranske 
verige serina ali treonina. Končni produkt nastane s postopnim pripenjanjem monosaharidov, 
med katerimi je najpogostejša vezava reducirajočega N-acetilgalaktozamina. Poleg galaktoze 
se lahko na proteine preko O-glikozilacije vežejo še manoza, fukoza, glukoza ali ksiloza. 
Nekateri izmed citoplazemskih in jedrskih proteinov imajo N-acetilglukozamin vezan na serin 
ali treonin preko O-glikozidne vezi, kar ima pomembno vlogo pri modulaciji biološke 
aktivnosti celičnih proteinov (23). Proteini niso omejeni na eno vrsto glikozilacije, in sicer je 
število vezi odvisno od več dejavnikov, kot so razpoložljivost encima, zaporedje AK ter zvitje 
proteinov (29).  
1.3.1 N-acetilglukozaminilacija 
N-acetilglukozaminilacija je pomembna PTM, ki se pojavi na jedrskih in citoplazemskih 
proteinih ter uravnava njihovo delovanje kot odziv na celični stres in spremenjeno 
razpoložljivost hranil (30). Prva skupina proteinov, pri kateri so identificirali β-N-
acetilglukozamin, vezan preko O-β-glikozidne vezi na serinske ali treoninske stranske verige, 
je vključevala proteine kompleksa jedrskih por (31). Ugotovili so, da pripenjanje sladkorne 
komponente (O-GlcNAc) na proteine katalizira N-acetil-β-glukozaminil transferaza (OGT), ki 
kot donorja uporablja uridin-difosfat N-acetilglukozamin (UDP-GlcNAc), medtem ko 
odstranjevanje sladkorne komponente katalizira N-acetilglukozaminidaza (OGA). Dodajanje in 
odstranjevanje poteka zelo hitro, na dinamičen in induciran način, kot odgovor na celične 
spremembe (32). Uravnavanje N-acetilglukozaminilacije lahko poteka neposredno ali posredno 
na več različnih načinov. Neposredno nanjo vpliva koncentracija in dostopnost substratov 
(proteinov ali UDP-GlcNAc) ter izražanje encimov OGT in OGA, medtem ko posredno 
vplivajo PTM encimov OGT, OGA in različnih kinaz. Med N-acetilglukozaminilacijo poteka 
pripenjanje končnega produkta heksozaminske biosintezne poti (HBP), tj. N-
acetilglukozamina. Le-ta modificira poleg encimov OGT, OGA in različnih kinaz tudi številne 
citoplazemske encime, vključno z glikolitičnimi encimi, transkripcijski dejavniki, 
citoskeletnimi proteini, histoni in signalnimi proteini. Modifikacija naštetih skupin proteinov 
regulira njihovo delovanje, torej aktivnost, razgradnjo, interakcije med proteini ter lokalizacijo, 
kar vpliva na različne signalne poti in funkcije (30). Zaradi tesne povezave z regulacijo hranil 
8 
 
je neurejena N-acetilglukozaminilacija lahko povezana s kroničnimi presnovnimi boleznimi, 
vključno s sladkorno boleznijo in rakom (33). 
 
Slika 2: Shematski prikaz HBP. Ta med seboj povezuje metabolizem glukoze, AK, MK in nukleotidov. Po vstopu v celice se 
glukoza prek encimskih reakcij pretvori v produkt fruktoza-6-fosfat. Večji del je namenjen kot substrat za glikolizo, nekaj pa se 
ga pretvori v glukozamin-6-fosfat, ki sodeluje v metabolizmu MK, ter po N-acetilaciji tudi v metabolizmu nukleotidov. Končni 
produkt HBP je UDP-GlcNAc, ki je substrat za N-acetilglukozaminilacijo (prirejeno po 35). 
1.3.1.1 Heksozaminska biosintezna pot (HBP) 
Sinteza UDP-GlcNAc poteka preko HBP in je natančno regulirana preko večjega števila 
presnovnih poti v celicah (tj. presnove glukoze, AK, maščobnih kislin (MK) in nukleotidov) 
(33). Molekule, ki izhajajo iz navedenih presnovnih poti, kot so glukoza, glutamin, acetil-CoA, 
uridin in ATP, vstopajo v HBP, kot je prikazano na sliki 2 (34). Približno 2–3 % celične glukoze 
vstopi v HBP prek glutamin fruktozne-6-fosfat amidotransferaze (GFAT), ki regulira hitrost 
HBP (35). Poleg tega koncentracije posameznih substratov za specifične encime vplivajo na 
proizvodnjo končnega produkta (UDP-GlcNAc), ki odraža delovanje različnih področij 
presnove in tako splošno razpoložljivost hranil v celici (33, 35). V zadnji stopnji HBP se UDP-
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GlcNAc kot substrat encima OGT uporabi za N-acetilglukozaminilacijo proteinov ali pa preide v 
GA in ER, kjer poteka biosinteza glikanov. Ker je N-acetilglukozaminilacija reverzibilen proces, 
se ob hidrolizi O-glikozidne vezi, ki jo katalizira OGA, sprosti GlcNAc. Sproščena molekula N-
acetilglukozamina se nato s pomočjo GlcNAc kinaze (GK) in ATP ponovno vključi v HBP kot N-
acetilglukozamin-1-fosfat (35).  
1.3.1.2 N-acetil-β-glukozaminil transferaza (OGT) 
OGT katalizira pripenjanje enega samega N-acetilglukozamina na hidroksilne skupine serinskih 
ali treoninskih AK ostankov (30). Gen za OGT je prisoten na X kromosomu (Xq13.1). Lokus 
gena se nahaja v bližini centromere, kjer je majhna verjetnost za pojav rekombinacije (33, 36). 
Gen kodira protein, ki je sestavljen iz dveh glavnih domen: C-terminalne domene in N-
terminalne domene (slika 3b). C-terminalna domena je homologna glikogen fosforilazi in ima 
katalitično aktivnost, medtem ko N-terminalna domena obsega niz ponovitev tetratrikopeptidov 
(TPR) oziroma motivov zanka-zavoj-zanka (angl. helix-turn-helix), ki so pogosto vključeni v 
interakcije s proteini (35, 36). Poznamo vsaj tri različne izoforme OGT, ki se razlikujejo v 
območju ponovitev tetratrikopeptidov, in sicer jedrno-citoplazemsko (ncOGT), mitohondrijsko 
(mOGT) in kratko (sOGT). Izoforme so lahko tkivno specifično izražene, kar pomeni, da imajo 
lahko različne funkcije, in prav tako je lahko različna vloga pri celični signalizaciji (36, 37). 
OGT sodi v GT-A družino glikoziltransferaz, kjer je vezavno mesto za substrat v C-
terminalnem delu, in eden od fosfatnih kisikov je zasidran v bližini N-konca α-vijačnice preko 
serij H-vezi, kar omogoča aktivacijo encima OGT. Kataliziran prenos N-acetilglukozamina 
poteče tako, da se na peptidni substrat veže sladkorna komponenta in tvori obsežen interakcijski 
vmesnik. V skladu s strukturo deluje OGT prek zaporednega kinetičnega mehanizma Bi-Bi, pri 
katerem najprej pride do vezave UDP-GlcNAc in peptidnega substrata ter šele nato poteče 
reakcija (35). Aktivnost OGT urejajo številni dejavniki, kot so na primer izraženost katalitične 
podenote, razpoložljivost substratov (proteina ali UDP-GlcNAc), medsebojne interakcije 
proteinov, ki zmanjšajo dostopnost do vezavnega mesta, ter PTM (36). Koncentracija UDP-
GlcNAc odraža prehranski status celic, saj je povečanje le-te večinoma odvisno od 
znotrajcelične koncentracije glukoze, ki sodeluje v HBP, to pa posledično vpliva na aktivnost 
encima OGT. Poleg tega OGT vpliva na številne pomembne celične procese, kot so 
mitohondrijsko delovanje, ekspresija genov in proteostaza (slika 3a). Vpliva tudi na od kinaz 
odvisno signalizacijo, saj ima enake substrate kot nekatere kinaze. Zaradi pomembne vloge v 
številnih signalnih poteh je ključen za homeostazo celice, posledično pa je njegovo neustrezno 




Slika 3: Shematski prikaz N-acetilglukozaminilacije in strukture OGT. (a) Prikaz N-acetilglukozaminilacije, in sicer od 
vstopa glukoze v HBP do N-acetilglukozamina. Prikazana je tudi vloga N-acetilglukozaminilacije v celici. (b) Encim OGT je 
razdeljen na dva dela, in sicer N-terminalno domeno in C-terminalno domeno. Vidimo lahko tudi razlike med izoformami, in 
sicer se te razlikujejo le v številu TPR ponovitev (prirejeno po 30). 
1.3.1.3 Vloga N-acetilglukozaminilacije pri rakavih obolenjih 
Rakave celice ne proizvajajo energije s pomočjo oksidativne fosforilacije, ampak spodbujajo 
glikolizo ob normalnih pogojih. Pridobivanje energije na tak način imenujemo Warburgov 
učinek, ki omogoča rakavim celicam privzem velikega deleža hranil iz okolice. Kot stranski 
produkt nastajajo majhne količine ATP ter velike količine ogljika in dušika, ki jih nato sosednje 
tumorske celice absorbirajo. Presnovne spremembe v rakavih celicah, vključno s povečanim 
privzemom glukoze in glutamina v celico ter povečano proizvodnjo UTP in acetil-CoA, 
povečajo metabolizem preko HBP. Presnovno pot uravnavajo tudi onkogeni, kot so HIF1a, 
Kras in c-Myc, s preklopom na aerobno glikolizo in glutaminolizo, vključno z regulacijo 
prenašalcev glukoze in glutamina. Posledično se povečata ekspresija OGT in GFAT, čemur 
sledi znižanje ravni OGA. Reprogramiranje rakavih celic poviša koncentracijo UDP-GlcNAc, 
ki je na razpolago za post-translacijsko pripenjanje sladkorjev β-D-N-acetilglukozamina na 
jedrske in citoplazemske proteine (39). Zaradi sprememb v metabolizmu in razpoložljivosti 
hranil, igra N-acetilglukozaminilacija pomembno vlogo tudi pri razvoju rakavih obolenj. 
Prekomerno izražanje OGT vpliva na delovanje nekaterih od ciklinov odvisnih kinaz tako, da 
jim zmanjša aktivnost. Te kinaze nadzorujejo potek M faze celičnega cikla, kar lahko 
posledično vodi do napak v številu kromosomov in tvorbe rakavih celic (40). Številni tipi raka 
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imajo spremembe v izražanju OGT in OGA encimov ter posledično zvišano ali znižano N-
acetilglukozaminilacijo. Pri raku dojk in prostate se raven OGT poviša sorazmerno glede na 
histološko stopnjo tumorja, medtem ko se pri drugih vrstah, na primer pri limfocitni levkemiji, 
zniža (33). Ma in sodelavci povečanje N-acetilglukozaminilacije opredelijo kot splošno 
značilnost raka, ki prispeva k fenotipskim spremembam celic. Zaradi tega je OGT potencialna 
nova terapevtska tarča za zdravljenje rakavih obolenj (39).  
1.3.1.4 Zaviralci OGT 
Zaviralci OGT so pogosto omenjeni v literaturi zaradi svoje sposobnosti vplivanja na celično 
aktivnost, vendar je večina zaviralcev analogov substratov, ki ponujajo omejene možnosti 
izboljšanja učinkovitosti ali selektivnosti (38). Za potrditev OGT kot terapevtske tarče in za 
razumevanje njegovih primarnih bioloških funkcij so potrebni majhni molekulski zaviralci, ki 
kažejo selektivno in ciljno zaviralno aktivnost v celicah (41). Kot je bilo zgoraj omenjeno, se v 
aktivno mesto vežeta dva substrata, in sicer protein in UDP-GlcNAc, zaradi česar je ciljanje 
aktivnega mesta OGT in sinteza potencialnih zaviralcev še posebej zahtevna. Za prileganje 
aktivnemu mestu so potrebne molekule, ki so sposobne posnemati geometrijo substratov UDP-
GlcNAc ali proteinov oziroma bisubstratov. Poleg tega je aktivno mesto hidrofilno, z veliko 
peptidnimi zaporedji, pri čemer izbira substrata ni določena z interakcijami na stranskih verigah 
OGT, temveč z vezavo proteinov na domene TPR ponovitev (38). Nekateri mimetiki substratov 
in bisubstratov, ki in vitro zavirajo OGT, so že opisani v literaturi, vendar zaradi nepropustnosti 
celične membrane niso učinkoviti in vivo (41).  
Ortiz-Meoz in sodelavci so sintetizirali spojino OSMI-1 (slika 4), enega prvih zaviralcev, ki ni 
analog substrata, zato ga je mogoče še dodatno optimizirati za večjo učinkovitost. Martin in 
sodelavci so poročali o treh novih zaviralcih OGT, ki lahko prehajajo celično membrano in so 
zato učinkoviti tudi in vivo: OSMI-2, OSMI-3 in OSMI-4. Aktivni obliki spojin OSMI-3 in 
OSMI-4 imata nizko nanomolarno aktivnost, kar predstavlja mejnik pri razvoju zaviralcev 
Slika 4: Kemijski strukturi OSMI-1 in OSMI-4, zaviralcev OGT (povzeto po 42 in 43). 
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OGT. Najučinkovitejši zaviralec OGT je trenutno OSMI-4, ki ima v celicah EC50 ∼3 μM (slika 
4), zaradi česar je še posebej uporaben za določanje kompleksne biologije OGT (38). Večina 
zaviralcev OGT ima kompetitivno delovanje s substratom UDP-GlcNAc, kar pa ne velja za 
OSMI-1, saj le-tega visoke koncentracije UDP-GlcNAc ne izpodrinejo iz vezavnega mesta na 
encimu. Večje razumevanje delovanja OGT bi potencialno lahko vodilo v razvoj bolj 
selektivnih spojin, ki bi omogočile nadaljnje raziskovanje OGT kot terapevtske tarče (41).  
1.4 Povezava med fosforilacijo in N-acetilglukozaminilacijo 
N-acetilglukozaminilacija in fosforilacija sta dinamični PTM, ki se medsebojno povezujeta, in 
sicer je mesto N-acetilglukozaminilacije pogosto lahko isto ali se nahaja blizu istega ostanka 
serina ali treonina, ki ga alternativno uporabljajo kinaze (33). Neposredno sta vključeni v 
regulacijo številnih celičnih procesov, kot so zvijanje proteinov, stabilnost, celično lokalizacijo, 
medsebojno povezovanje ali aktivnost tarčnih proteinov (45). Povezava med modifikacijama je 
bila sprva predstavljena z odkritjem N-acetilglukozamina na ostankih serina in treonina, ki 
služita tudi kot mesti za fosforilacijo (23). Omogoča torej vključevanje N-acetilglukozamina v 
zgoraj omenjene celične procese bodisi z neposrednim tekmovanjem za vezavo bodisi s 
spremembo bližnjih AK ostankov (44). V nekaterih primerih je lahko OGT v aktivnem stanju 
fosforiliran na določenih AK ostankih (npr. Ser20, Tyr976, Thr444), za kar poskrbijo kinaze, 
kot sta inzulinski receptor in od kalcija/kalmodulina odvisna kinaza tipa IV (CAMKIV), kar 
ima pomembno vlogo pri nadaljnji interakciji OGT s tarčnimi proteini. Tudi OGA je lahko 
fosforiliran na nekaterih serinih (npr. Ser405), vendar učinek fosforilacije ostaja še neznana 
(33).  
 
Slika 5: Prikaz povezave med PTM. (a) Shematski prikaz fosforilacije in N-acetilglukozaminilacije. Rdeči krogec prikazuje 
fosfatno skupino, pripenjanje katere regulirajo fosfataze in kinaze. Z modrim kvadratkom pa je prikazana O-GlcNac, katere 
pripenjanje regulirata encima OGT in OGA. (b) Shematski prikaz vezave O-GlcNAc na kinaze (prirejeno po 23). 
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Povezavo med N-acetilglukozaminilacijo in fosforilacijo lahko razvrstimo na PTM proteinskih 
substratov in PTM samih encimov. Proteinski substrat lahko predstavlja ogrodje za pripenjanje 
N-acetilglukozamina ali fosfatne skupine. Omenjeni komponenti lahko med seboj tekmujeta za 
vezavno mesto, pri čemer prva izmed PTM zavira naknadno modifikacijo proteina na AK 
ostankih z drugo obliko PTM (23).Tekmovanje za vezavno mesto je lahko posledica velike 
sladkorne komponente (sterična ovira), negativnega naboja fosfatne skupine ali spremenjenega 
zvitja proteinov ob posamezni PTM (33). Lahko pa ob vezavi ene izmed komponent pride do 
kooperativnega učinka, kjer prva izmed PTM poveča afiniteto za nadaljnje modifikacije (slika 
5a). Poleg direktnega vpliva PTM na proteinski substrat lahko na potek fosforilacije ali N-
acetilglukozaminilacije vplivajo tudi medsebojne PTM, kot sta fosforilacija encima OGT ali 
avto N-acetilglukozaminilacija OGT. Torej regulacija poteka na stopnji encimov, ki uravnavajo 
N-acetilglukozaminilacijo, in sicer pride do njihove modifikacije in posledično spreminjanja 
specifičnosti in aktivnosti. Prav tako je lahko uravnavano delovanje različnih kinaz s 
pripenjanjem N-acetilglukozamina, ki povzroči spremembe v selektivnosti za substrat in 
posledično vpliva na nadaljnjo signalizacijo (slika 5b) (23).  
1.4.1 Vpliv povezave PTM na rakava obolenja 
N-acetilglukozaminilacija in fosforilacija sta kritični pri uravnavanju delovanja proteinov, ki 
sodelujejo pri nastanku tumorskih celic in nadaljnjem razvoju različnih trdnih tumorjev. V 
študiji na hepatoblastomskih celicah so Song in sodelavci odkrili 41 proteinov spremenjenih 
tako z N-acetilglukozaminilacijo kot s fosforilacijo. Ti proteini sodelujejo v več molekularnih 
in celičnih procesih, kot so modifikacija kromatina, transkripcija, translacija, transport in 
organizacija organelov v celici. Poleg tega so ugotovili konkurenčen zaviralni učinek med PTM 
proteina HSPB1 (angl. heat shock protein β1), in sicer je povečana N-acetilglukozaminilacija 
HSPB1 spodbudila proliferacijo in povečala in vitro odpornost hepatoblastomske celične linije 
na kemoterapijo (46). Prav tako lahko sprememba v N-acetilglukozaminilaciji proteinov in 
povečane ravni OGT pri idiopatski pljučni arterijski hipertenziji (IPAH) vplivajo na 
vazokonstrikcijo in povečajo angiogenezo. Ugotovitve raziskovalne skupine Barnes in 
sodelavcev so prve, ki opisujejo vlogo OGT in N-acetilglukozamina pri modulaciji izražanja 
VEGF in angiogeneze v celicah IPAH. Torej zmanjšano izražanje OGT zmanjša izražanje 
VEGF v primarno izoliranih vaskularnih celicah IPAH (47). Te ugotovitve omogočajo boljši 
vpogled tudi v razvoj rakavih obolenj, saj je angiogeneza eden izmed dejavnikov, ki olajša rast 
in razvoj tumorskega tkiva.   
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2. NAMEN DELA  
Namen magistrske naloge bo raziskati morebitni sinergistični citotoksični vpliv modulatorja N-
acetilglukozaminilacije, natančneje zaviralca encima OGT, in zaviralcev tirozin kinaz na 
rakavih celičnih linijah. N-acetilglukozaminilacija in fosforilacija sta namreč ključna procesa 
pri uravnavanju številnih celičnih procesov. Svoje učinke posredujeta preko regulacije tarčnih 
proteinov, pri čemer pa je znano, da so motnje na tem nivoju značilne za številna rakava 
obolenja.  N-acetilglukozaminilacijo neposredno regulirata dva encima, in sicer OGT in OGA. 
Prvi pripenja, medtem ko drugi odstranjuje sladkorne komponente iz tarčnega mesta proteina 
(23). Po drugi strani pa proces fosforilacije uravnava družina kinaz, med katere sodijo tudi 
tirozin kinaze (9). Pogosto je tarčno mesto N-acetilglukozaminilacije isto ali se nahaja blizu 
istih aminokislinskih ostankov kot ga uporabljajo kinaze. V literaturi pa je poleg tekmovanja 
teh encimov za tarčne proteine, podano tudi dognanje, da lahko kinaze vplivajo neposredno na 
aktivnost OGT in obratno – OGT lahko vpliva na aktivnost kinaz. Na podlagi prepletenosti teh 
dveh procesov in znanja, da se zaviralci tirozin kinaz (TKI) uspešno uporabljajo kot 
protitumorne učinkovine ter dejstva, da imajo številni tipi raka spremenjeno stopnjo N-
acetilglukozaminilacije, zaradi sprememb v presnovi in izražanju encimov OGT oz. OGA, smo 
postavili sledečo domnevo: 
Hipoteza: Zaviralci tirozin kinaz in zaviralci encima OGT imajo sinergističen citotoksičen 
učinek na rakave celične linije. 
Povezavo med zaviralci encimov N-acetilglukozaminilacije in zaviralci tirozin kinaz 
(regorafenib, sorafenib, imatinib, ibrutinib, dasatinib) bomo najprej poskušali dokazati s 
pomočjo testa metabolne aktivnosti, s katerim bomo določili morebitne citotoksične učinke. 
Kot in vitro modele bomo uporabili različne vrste adherentnih in suspenzijskih rakavih celičnih 
linij. Določili bomo vrednosti IC50 za posamezen zaviralec tirozin kinaz kot tudi v kombinaciji 
z zaviralcem OGT. Glede na rezultate bomo nadaljevali eksperimente le na najbolj odzivni 
celični liniji in z najbolj učinkovito kombinacijo zaviralca OGT in TKI. Na izbrani celični liniji 
bomo nato preverili, ali odstotek citotoksičnosti sovpada z deležem mrtvih celic ter kakšen je 
mehanizem celične smrti. V primeru sinergističnega vpliva zaviralcev na živost celic bomo 
preverili še ali se ta učinek ohrani na nivoju celične proliferacije ter porazdelitve celic v 
posameznih fazah celičnega cikla. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Kemikalije in kompleti reagentov 
Preglednica  II: Seznam uporabljenih kemikalij in kompletov reagentov 
Kemikalije/Kompleti reagentov Proizvajalec 
70 % etanol (96 % etanol redčen z ultra čisto vodo) ECP, d.o.o., Trzin, SLO 
96 % etanol ECP, d.o.o., Trzin, SLO 
Annexin V-FITC Kit Miltenyi Biotec GmbH, Nemčija 
Akrilamid in N,N'-metilen-bisakrilamid Fluka Chemie AG, Švica 
Antibiotik, antimikotik (penicilin, streptomicin) Sigma-Aldrich, ZDA 
APS Fluka, Chemie AG, Švica 
Avtoklavirana ultra čista voda FFA 
DC Protein Assay, komplet za določanje koncentracije 
proteinov 
Bio-Rad, ZDA 
BSA (goveji serumski albumin) Sigma-Aldrich, ZDA 
CFSE (karboksifluorescein sukcinidimil ester) Invitrogen, ZDA 
Dasatinib Apollo Sci, Velika Britanija 
DMEM medij Sigma-Aldrich, ZDA 
DMSO Merck, Chemicals, Nemčija 
FBS (fetalni goveji serum) Gibco, ZDA 
Ibrutinib Cayman Chemical, ZDA 
Imatinib TCI, ZDA 
IMDM medij Gibco, ZDA 
Izopropanol Sigma-Aldrich, ZDA 
L-glutamin Sigma-Aldrich, ZDA 
MTS-reagent Cell Titer 96® AQueous Promega, Madison, ZDA 
OSMI-1 FFA 
OSMI-4 FFA 
Propidijev jodid Sigma-Aldrich, ZDA 
Regorafenib TCI, ZDA 
RNaza QIAGEN, Nemčija 
RPMI-1640 medij Sigma-Aldrich, ZDA 
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SDS (natrijev dodecil sulfat) Promega, Madison, ZDA 
SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard Invitrogen, ZDA 
Sorafenib TRC, Kanada 
Supersignal® West Femto Thermo Fisher Scientific, ZDA 
SYTOX™ Blue Dead Cell Stain Thermo Fisher Scientific, ZDA 
TEMED Bio-Rad, ZDA 
Tripansko modrilo, raztopina Sigma-Aldrich, ZDA 
Tween 20 Bio-Rad, ZDA 
3.1.2 Protitelesa 
Preglednica  III: Seznam uporabljenih protiteles 
Protitelesa Proizvajalec 
Primarna mišja monoklonska protitelesa proti β-aktinu Sigma-Aldrich, ZDA 
Primarna zajčja monoklonska protitelesa proti OGT Cell Signaling tech., ZDA 
Sekundarna kozja  protitelesa proti zajčjim, konjugirana s 
hrenovo peroksidazo 
Millipore, ZDA 
Sekundarna kozja protitelesa proti mišjim, konjugirana s 
hrenovo peroksidazo 
Millipore, ZDA 
3.1.3 Material in aparature 
Preglednica  IV: Seznam uporabljenih materialov in aparatur 
Material/Aparatura Proizvajalec 
6-,12-,24- in 96- jamične sterilne mikrotitrske plošče za 
gojenje celičnih kultur 
TPP, Švica 
Avtoklav A-21 Kambič lab. oprema, SLO 
Avtomatska multikanalna pipeta Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Megafuge 16R Thermo Scientific, ZDA 
Centrifuga Centrifuge 5430 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifugirke (15 mL, 50 mL, ...) TPP, Švica 
Glavnički za WB Bio-Rad, ZDA 
Hemocitometer  Brand Neubauer, Nemčija 
Hladilnik/zamrzovalnik Gorenje, Velenje, SLO 
Inkubator  




Invertni svetlobni mikroskop (Olympus CK40) Olympus Optical, Nemčija 
Kadička za vertikalno elektroforezo Bio-Rad, ZDA 
Komora z laminarnim pretokom zraka (LAF komora) Siemens, ZDA 
Mikrocentrifugirke (vsebniki) Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrski čitalec (BioTek Synergy HT) Biotek, ZDA 
Nitrocelulozna membrana GE Healthcare, Nemčija 
Pipete 0,1–2,5 µL, 0,5–10 µL, 20–200 µL, 100–1000 µL Eppendorf, Nemčija 
Posode T-flask za gojenje celičnih kultur TPP, Švica 
Precizna tehtnica Lotrič, SLO 
Pretočni citometer Attune NxT Invitrogen, ZDA 
Serološke pipete za enkratno uporabo (volumni: 2,5–50 
mL) 
TPP, Švica 
Stekla za WB Bio-Rad, ZDA 
Sterilni nastavki za pipete Sarstedt, Nemčija 
Stresalnik  IKA, Nemčija 
Tubice za pretočno citometrijo (angl. Flowtubes) Invitrogen, ZDA 
Ultrazvočni homogenizator 4710 
Call-Rarner Instrument 
Co., ZDA 
Uvitec in programska oprema Uvitec NineAlliance Uvitec Cambridge, VB 
Vibracijski mešalnik (Vortex GENIE 2) Scientific Industries, ZDA 
Vir napetosti za elektroforezne kadičke Bio-Rad, Richmond, ZDA 
Vodna kopel Memmert, Nemčija 
Zamrzovalnik -80°C Forma Scientific, Kanada 
Zaščitne rokavice iz lateksa Kimberly-Clark, ZDA 
3.1.4 Pufri in raztopine 
Preglednica  V: Seznam uporabljenih pufrov in raztopin ter njihove sestave 
Pufri in raztopine Sestava 
10 x PBS 
NaCl (1370 mM) 
KCl (26,8 mM) 
Na2HPO4•12H2O (101 mM) 
KH2PO4 (16,7 mM) 
ultra čista voda do 1000 mL 
18 
 
1 x PBS (pH = 7,4) 
10 x PBS redčen 1:10 z ultra čisto vodo, 
uravnavan pH in avtoklaviran 
10 x TBS (pH = 7,4) 
Tris (250 mM) 
NaCl (1370 mM) 
KCl (30 mM) 
ultra čista voda do 1000 mL 
1 x TBS 10 x TBS smo redčili 1:10 z ultra čisto vodo 
1 x TTBS 
10 x TBS smo redčili 1:10 z ultra čisto vodo in 
dodali 1 mL Tween 20 
3 x SLB (angl. sample loading buffer) 
30 % glicerol 
0,3 % BFM (Brown-fenol modro) 
9 % SDS 
Tris/HCl (195 mM, pH = 6,8) 
5 x elektroforezni pufer Tris-Glicin 
Tris (25 mM) 
glicin (250 mM) 
0,1 % SDS 
10 % SDS (pH = 7,2) 
SDS (385 mM) 
90 mL ultra čiste vode 
APS  
10 % amonijev persulfat, redčeno v ultra čisti 
vodi 
Koncentracijski pufer (angl. stacking 
buffer) 
Tris (0,5 M; pH = 6,8) 
0,4 g SDS 
ultra čista voda do 1000 mL 
Ločevalni pufer (angl. separating buffer) 
Tris (1,5 M; pH = 8,8) 
0,04 % SDS 
ultra čista voda do 1000 mL 
Pufer za odstranjevanje vezanih protiteles 
(angl. stripping buffer) 
2 % SDS 
Tris (62,5 mM, pH = 6,8) 
2-merkaptoetanol (100 mM) 
Pufer za označevanje celic 
(angl. cell cycle staining buffer)  
100 mM Tris (pH = 7,4)  
150 mM NaCl  
1 mM CaCl2  
0,5 mM MgCl2 
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0,1 % Nonident P-40 
Pufer za moker prenos 
20 % 5 x Tris-glicin  
20 % MeOH  
ultra čista voda do 1000 mL 
pufer RIPA 
NaCl (150 mM) 
1 % NP-40 
0,5 % natrijev deoksiholat 
0,1 % SDS (natrijev dodecilsulfat) 
Tris-HCl (50 mM, pH = 8,00). 
3.1.5 Geli za SDS-Page 
Preglednica  VI: Sestava uporabljenih gelov za SDS-PAGE 
Gel Sestava 
8 % SEPARACIJSKI GEL (15 mL) 
7,88 mL voda (ultra čista)            
3,0 mL AA/AB                           
3,75 mL separacijski pufer           
0,15 mL SDS 10 %                        
0,15 mL APS 
0,015 mL TEMED                          
6 % KONCENTRACIJSKI GEL (7,5 mL) 
4,35 mL voda (ultra čista) 
1,125 mL AA/AB                           
1,875 mL separacijski pufer           
0,075 mL SDS 10%                        
0,075 mL APS                                
0,0075 mL TEMED                          
3.1.6 Gojišča  
Preglednica  VII: Seznam in dodatki uporabljenih medijev za gojenje celičnih kultur 
Gojišče   Sestava 
DMEM medij za SH-SY5Y, HeLa, PC-3 
(glukoza 4500 mg/L) 
500 mL DMEM medija 
50 mL FBS 
5 mL mešanice penicilina in streptomicina 
5 mL L-glutamina 
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DMEM medij za A549 (glukoza 1000 mg/L) 
500 mL DMEM medija 
50 mL FBS 
5 mL mešanice penicilina in streptomicina 
5 mL L-glutamina 
IMDM medij za HAP-1 
500 mL IMDM  
50 mL FBS 
5 mL mešanice penicilina in streptomicina 
5 mL L-glutamina 
RPMI-1640 medij za AMO-1, U937 
500 mL RPMI-1640 
50 mL FBS 
5 mL mešanice penicilina in streptomicina 









3.2 Metode dela 
3.2.1 Prostor in pogoji dela 
Delo s celičnimi kulturami poteka v zato namenjenem laboratoriju pod aseptičnimi pogoji. V 
celični laboratorij smejo vstopati le določene osebe pod posebnimi pogoji, in sicer mora oseba 
imeti poleg osnovne zaščite, ki velja v laboratorijih še zaščitno prevleko za obutev oziroma 
dodatno obutev, ki je čista in namenjena vstopu le v ta prostor. Delo je večinoma potekalo v 
komori z laminarnim pretokom zraka (LAF komora), kjer so zagotovljeni aseptični pogoji. 
Izven LAF komore pa je potekalo štetje celic, centrifugiranje in segrevanje reagentov na 37 °C. 
LAF komora ima vgrajene HEPA filtre (angl. high efficiency particulate absorbing), ki ne 
prepuščajo delcev večjih od 0,3 µm. Tako zrak iz okolice v komoro ne prinaša delcev, ki bi 
lahko kontaminirali okolje. Pretok zraka ima konstantno hitrost in kroži v smeri od delovne 
površine proti zaščitnemu steklu in izhodu iz komore (48). Ves material, reagente in 
pripomočke smo pred vnosom v komoro razkužili s 70 % etanolom. Po zaključenem delu smo 
pospravili in razkužili delovno površino ter v komori za vsaj 10 min prižgali vgrajeno UV-
lučko za sterilizacijo. 
3.2.2 Odmrzovanje celic 
Celične kulture smo imeli shranjene v posameznih kriovialah v tekočem dušiku in jih odmrznili 
pred uporabo. Vialo s celicami smo segrevali na 37 °C za nekaj minut. Takoj po odtalitvi smo 
celice prenesli v novo centrifugirko s 5 mL svežega medija segretega na sobno temperaturo. 
Suspenzijo smo centrifugirali 5 min na 1300 rpm, s čimer smo se znebili DMSO-ja. Ta je 
prisoten v mediju za zamrzovanje kot krioprotektant, vendar je za odtaljene celice v višjih 
koncentracijah toksičen. Po centrifugiranju smo supernatant odlili, celično usedlino pa 
resuspendirali v ustreznem volumnu svežega medija ter dali v inkubator. Za izvajanje poskusov 
so bile celice uporabne šele po dveh tednih od odmrznitve.  
3.2.3 Gojenje celic 
Poskuse smo izvajali na adherentnih celičnih linijah A549, HeLa, SH-SY5Y, PC-3 in HAP-1 
ter na suspenzijskima celičnima linijama U937 in AMO-1. Gojili smo jih v inkubatorju pri 
temperaturi 37 °C, v 5 % CO2 in navlaženi atmosferi. Za gojenje smo uporabljali ležeče 25 cm
2, 
75 cm2 ali 150 cm2 vsebnike. Celične linije PC-3, HeLa in SH-SY5Y smo gojili v mediju 
DMEM z vsebnostjo glukoze 4500 mg/L, celice A549 v mediju DMEM z nizko vsebnostjo 
glukoze (1000 mg/L) ter celice HAP-1 v mediju IMDM. Suspenzijski celični liniji U937 in 
AMO-1 pa smo gojili v mediju RPMI-1640. Vsak tretji dan smo morali celice redčiti, da smo 
ohranjali optimalne pogoje rasti. Pri adherentnih celičnih linijah smo to storili tako, da smo 
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najprej odstranili medij, v katerem so plavale večinoma mrtve celice. Nato smo enkrat sprali 
vsebnike s sterilnim PBS-om, dodali zadostno količino 0,25 % tripsina in nekaj minut inkubirali 
pri 37 °C, da so se celice odlepile od podlage. Z nekaj mL svežega medija smo celice 
resuspendirali, prenesli vso vsebino v centrifugirko in centrifugirali 5 min na 1300 rpm pri sobni 
temperaturi. Po centrifugiranju smo supernatant odlili, celice pa resuspendirali v svežem 
mediju. Približno tretjino suspenzije smo prenesli v nov vsebnik ter dodali svež medij, da smo 
dobili optimalno koncentracijo celic za rast. Suspenzijski celični liniji smo redčili tako, da smo 
suspenzijo celic iz vsebnika prenesli v centrifugirko in centrifugirali 5 min na 1300 rpm pri 
sobni temperaturi. Nato smo supernatant odlili, celice pa resuspendirali v svežem mediju. 
Približno petino celic smo prenesli v nov vsebnik, dodali ustrezno količino medija in jih gojili 
naprej. Uporabljen medij in PBS, ki smo ju hranili v hladilniku, ter tripsin, hranjen v 
zamrzovalniku, smo vsakič pred delom segreli na 37 °C. 
3.2.4 Štetje celic 
Za določanje števila oz. koncentracije celic v mediju smo uporabljali hemocitometer (slika 6). 
Vodoravna črta črke H deli dve števni polji v obliki kvadrata, vsako pa je razdeljeno na še devet 
manjših kvadrantov z enako površino (1 mm x 1 mm). Štirje kotni kvadranti I, II, III in IV so 
razdeljeni v 4 x 4 mrežo in med seboj ločeni s še gostejšo mrežo (slika 6). Skupaj s krovnim 
stekelcem se tvori prostor z volumnom 0,1 mm³ (49, 50). 
Pred vsakim štetjem smo morali celice najprej resuspendirati in 10 µL homogene suspenzije 
prenesti v vsebnik, kamor smo dodali še 10 µL tripanskega modrila ter dobro premešali. Nato 
smo iz novonastale suspenzije vzeli 10 µL in celoten volumen prenesli na števno polje 
hemocitometra. Pod mikroskopom smo videli celice razporejene po kvadrantih. Celice smo šteli 
v vseh štirih območjih – I, II, III in IV – in sicer tiste, ki so bile pravilne okrogle oblike in so 
Slika 6: Hemocitometer. (i) Levo je prikazano števno polje, razdeljeno na 4 kvadrante. V posameznem kvadrantu pri štetju 
upoštevamo le celice, ki se držijo ali mejijo na dve stranici (označeno s polno črto), drugi dve pa ne (označeno s prekinjeno 
črto) (prirejeno po 52). (ii) Desno je prikazana shema steklene plošče z vdolbino v obliki črke »H«. Steklena plošča ima dve 
števni polji, na eno nanesemo vzorec pripravljen za štetje in pokrijemo s krovnim steklom (prirejeno po 51). 
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bile vidne kot svetle lise na modrem ozadju (slika 6). To so bile žive celice, mrtvih nismo 
upoštevali, in sicer so bile temnejše in nepravilnih oblik. Žive celice od mrtvih ločimo s 
pomočjo barvila tripan modro, ki prodre v celice s poškodovano membrano in jih obarva modro 
(50, 52). Ko smo prešteli celice v vseh štirih kvadrantih, smo s pomočjo enačbe 1 izračunali 
koncentracijo celic v našem mediju: 
Enačba 1:                     Število celic/mL =  
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑖ℎ ( 𝐼 + 𝐼𝐼 + 𝐼𝐼𝐼 + 𝐼𝑉)
4
 𝑥 2 𝑥 10⁴ 
Po končanem štetju celic smo hemocitometer in krovno stekelce očistili s 70 % etanolom in 
suho krpico (49). 
3.2.5 Priprava celic za izvedbo poskusov 
Za vsak načrtovan poskus smo potrebovali določeno število celic, ki smo jih nasadili na želene 
vsebnike za nadaljnje eksperimente. Ustrezen alikvot adherentnih celic smo dobili po sledečem 
postopku. Najprej smo tako kot pri redčenju z avtomatsko serološko pipeto odsesali medij, v 
katerem so plavale večinoma mrtve celice. Sledilo je spiranje vsebnika s sterilnim PBS-om, ki 
smo ga zavrgli, nato pa v vsebnik dodali še 0,25 % tripsin za odlepljanje celic. Po nekaj minutah 
inkubacije pri 37 °C so se celice odlepile. Z nekaj mililitrov svežega medija smo jih 
resuspendirali ter prenesli v prvotno centrifugirko. Odvzeli smo 10 µL homogene suspenzije 
ter prešteli celice po postopku opisanem v podpoglavju »Štetje celic«. Glede na izračunano 
koncentracijo preštetih celic po enačbi 1 smo izračunali volumen medija za resuspediranje celic 
po centrifugiranju. Celice smo centrifugirali 5 min na 1300 rpm pri sobni temperaturi. Nato 
smo supernatant odlili, celice pa resuspendirali v izračunanem volumnu svežega medija. S tem 
smo si zagotovili ustrezno koncentracijo celic, ki je potrebna za željen eksperiment. Odvzeli 
smo alikvot, preostanek pa pustili za nadaljnje gojenje. Pri suspenzijskih celicah je postopek 
pridobitve ustreznega alikvota poenostavljen. S serološko pipeto smo celice v vsebniku dobro 
resuspendirali, da smo dobili homogeno suspenzijo in vse prenesli v centrifugirko. Odvzeli smo 
10 µL za štetje celic, preostalo suspenzijo pa centrifugirali 5 min na 1300 rpm pri sobni 
temperaturi. Prav tako kot pri adherentnih smo glede na izračunano koncentracijo preštetih celic 
izračunali volumen medija za resuspediranje celic. Po centrifugiranju smo odlili medij, dodali 
preračunan volumen svežega in resuspendirali. Odvzeli smo potreben alikvot, preostanek pa 
gojili naprej. 
3.2.6 Izolacija in določanje koncentracije proteinov 
Za izvedbo prenosa western smo proteine izolirali iz proučevanih celičnih linij (U937, AMO-
1, SH-SY5Y, HeLa, A549, HAP-1, PC-3).  
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(i) Priprava celičnih lizatov. Celične lizate smo pripravili tako, da smo iz vsebnika za gojenje 
celic vzeli alikvot in celice prešteli (glej poglavje »Štetje celic«). Iz dobljene koncentracije smo 
preračunali volumen celične suspenzije, ki je vseboval 3 x 106 celic. Nato smo volumen 
suspenzije prenesli v centrifugirke in centrifugirali 5 min na 1800 rpm pri 4 °C ter supernatant 
odlili. Celično usedlino smo resuspendirali v 1 mL hladnega PBS-a in vsebino prenesli v novo 
vsebnik. Ponovno smo centrifugirali 5 min na 2400 rpm pri 4 °C ter previdno odstranili 
supernatant. Medtem smo pripravili 450 µL lizirnega pufra RIPA (dodali smo mu 4,5 µL 
zaviralcev fosfataz in 4,5 µL zaviralcev proteaz), ki smo ga nato k vsakemu vzorcu dodali 70 
µL. Premešali smo na stresalniku in vzorce zamrznili na -80 °C. Po pripravi vseh vzorcev smo 
vsebnike s celicami odmrznili na ledu in sonicirali 5 s v dveh zaporednih krogih. S tem smo 
razbili celične membrane in sprostili proteine. Sledilo je stresanje na ledu 30 min ter 
centrifugiranje 20 min na 15000 rpm pri 4 °C. Proteini so tako ostali v supernatantu, ki smo ga 
prenesli v nov vsebnik. Za določanje koncentracije proteinov smo odvzeli 3 µL vsakega vzorca, 
preostanek pa zamrznili na -80 °C za prenos western.  
(ii) Merjenje proteinov. Uporabili smo komplet, ki temelji na DC (angl. detergent compatible) 
metodi, katere reakcija je podobna metodi Lowry. Gre za reakcijo med proteinom, bazično 
raztopino bakrovega tartrata (reagent A) in Folinovim reagentom (reagent B) v dveh stopnjah. 
Najprej proteini reagirajo z bakrovim tartratom v bazični raztopini, v naslednji stopnji pa nastali 
produkt reducira Folinov reagent. Potek reakcije označuje značilno modro obarvanje raztopine 
z maksimumom absorbance pri 750 nm (53). Postopek merjenja proteinov smo začeli tako, da 
smo najprej segreli reagente (A, B, S) na sobno temperaturo. Nato smo že pripravljenim 3 µL 
vzorca po postopku (i) dodali 15 µL lizatnega pufra (6x redčenje) in posebej pripravili standarde 
z raztopino BSA (10 mg/mL) (glej preglednico VIII). 
Preglednica  VIII: Priprava raztopine standardov v lizatnem pufru z raztopino BSA 
cstandard [mg/ml] Vpufer [µL] VBSA (10mg/ml) [µL] 
0,2 24,50 0,50 
0,5 23,75 1,25 
0,8 23,00 2,00 
1,0 22,50 2,50 
1,5 21,25 3,75 




Na ploščo s 96-vdolbinicami smo v triplikatih nanesli standarde ter slepo raztopino (lizatni 
pufer), vse vzorce pa v duplikatih. Nanosom je sledilo dodajanje reagentov v točno določenem 
zaporedju. Najprej smo dodali po 25 µL reagenta A, ki smo ga tik pred nanosom pripravili tako, 
da smo na 1 mL reagenta A dodali 20 µL reagenta S. Nato pa smo dodali še po 200 µL reagenta 
B. Ploščo smo stresali 5 s, popokali mehurčke in po 15 min inkubacije na sobni temperaturi 
izmerili absorbanco pri 750 nm. Iz absorbanc standardnih raztopin smo s pomočjo linearne 
regresije dobili enačbo premice, iz katere smo glede na absorbance naših vzorcev lahko 
izračunali koncentracije proteinov. Pri tem smo absorbanco slepe raztopine odšteli tako od 
absorbanc standardov kot tudi vzorcev.  
3.2.7 Prenos western 
Prenos western je metoda za ločevanje in identifikacijo specifičnih proteinov iz kompleksne 
zmesi ter njihovo kvalitativno kot tudi kvantitativno vrednotenje. Ločevanje proteinov na 
podlagi velikosti in naboja poteka z gelsko elektroforezo, kjer nabite molekule pod vplivom 
električne napetosti potujejo skozi gel. Ena izmed oblik t.i. poliakrilamidne gelske elektroforeze 
(PAGE) je SDS-PAGE, pri kateri vezava ionskega SDS detergenta na proteine povzroči 
negativni naboj in omogoča ločitev glede na maso pri potovanju proti pozitivni anodi. Temu 
sledi prenos proteinov iz gela na membrano s pomočjo elektroforetskega prenosa, ki je lahko 
suh, delno suh ali moker. Pri mokrem prenosu se gel s proteini postavi v neposreden stik z 
nitrocelulozno membrano in obda s filter papirji. Za prenos je vse skupaj obdano še z dvema 
poroznima blazinicama, ki zagotavljata navlaženost membrane in gela. Vse skupaj je 
postavljeno med elektrodi in potopljeno v prevodno raztopino (slika 7). Nato se elektrodi 
priklopi na električno napajanje, kar povzroči prenos proteinov iz poliakrilamidnega gela na 
membrano v smeri od katode proti anodi. Končen rezultat je prenos proteinskih vzorcev iz gela 
na nitrocelulozno membrano, čemur sledi blokiranje prostih vezavnih mest za preprečevanje 
nespecifičnih interakcij s protitelesi. Raztopine protiteles so pripravljene v pufru za blokiranje, 
kar omogoča še dodatno zmanjšanje motečega ozadja. Rezultat prenosa western je 
nitrocelulozna membrana s proteini, na katere so specifično vezana primarna protitelesa, nanje 
pa še označena sekundarna protitelesa. Tako za vsak posamezen protein vidimo svoj pas (liso) 
na membrani, intenziteta le-tega pa korelira s količino prisotnega proteina. S pomočjo 
digitalnega slikanja in uporabe referenčnega proteina (npr. β-aktina) dobimo ne le kvalitativne, 




Slika 7: Shema elektroforetskega prenosa (prirejeno po 54). 
(i) Priprava gelov za gelsko elektroforezo. Najprej smo pripravili gele za izvedbo prvega 
koraka prenosa western – gelsko elektroforezo. Sestavili smo kaseto s stekelci in namočenimi 
gobicami v visoko prečiščeni vodi ter jo vpeli v kadičko za vlivanje gela. Najprej smo pripravili 
15 mL separacijskega gela, reagente smo dodajali zaporedno (glej preglednico IX) razen APS 
in TEMED, ki smo ju dodali tik pred vlivanjem zaradi hitrega premreženja in tvorbe gela. Po 
dodanih vseh sestavinah smo gel v centrifugirki premešali s serološko pipeto in vlili v kaseto 
do nivoja vratc. Na površino smo dodali izopropanol, da smo izravnali linijo gela in počakali, 
da se je gel strdil. Nato smo izopropanol odlili ter 3x sprali z visoko prečiščeno vodo. Zatem 
smo pripravili še 10 mL koncentracijskega gela in ga vlili na separacijski gel do vrhnjega roba. 
Takoj smo vstavili glavničke debeline 1,5 mm in počakali, da se je gel strdil. Nato smo 
glavničke odstranili in odprtine sprali z elektroforeznim pufrom TRIS-Glicin. Gele smo vzeli 
iz kaset in jih vstavili v kadičko za elektroforezo (SDS Page) tako, da so bili žepki obrnjeni na 
notranjo stran. V sredino kadičke smo vlili pufer TRIS-Glicin (redčenje 5x pufra TRIS-Glicin), 
do višine 3 cm na zunanjem delu.  
Preglednica  IX: Priprava gelov za gelsko elektroforezo 
 Separacijski gel 8 % [mL] Koncentracijski gel 6 % [mL] 
Voda (miliQ) 7,88 5,8 
AA/AB 3,0 1,5 
Pufer*  3,75 2,5 
SDS 10 % 0,075 0,05 
APS 0,15 0,1 
TEMED 0,015 0,01 
* Separacijski oziroma koncentracijski pufer 
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(ii) Priprava in nanos vzorcev. Uporabili smo vzorce celičnih linij (U937, AMO-1, SH-SY5Y, 
HeLa, A549, HAP-1, PC-3) pripravljene po postopku opisanem v podpoglavju »Izolacija in 
določanje koncentracije proteinov«. Te smo ustrezno redčili in nanesli po 20 µL vsakega vzorca 
v odprtine na gelu, in sicer od druge naprej, medtem ko smo v prvo nanesli 4 µL označevalca 
velikosti, ki je pri detekciji služil za opredelitev velikosti proteinov.  
(iii) Elektroforeza in prenos na membrano. Kadičko smo priključili na elektrode, nastavili 
čas na 90 min ter napetost na 120 V in jo zagnali. Počakali smo, da je frontna linija prišla do 
konca gela, in jo ustavili. Po koncu smo kadičko razdrli, odstranili krovna stekelca, odrezali 
koncentracijski gel s plastično lopatko in ga zavrgli, separacijski gel pa položili na 
nitrocelulozno membrano. Po navodilih za izvedbo mokrega prenosa smo gel z membrano 
obdali s filter papirji in poroznima blazinicama ter postavili med dve elektrodi v raztopino pufra 
za prenos. Kadičko smo priključili na električno napetost 100 V za 1 uro.  
(iv) Priprava in nanos primarnih in sekundarnih protiteles. Po zaključenem prenosu smo 
membrano s prenesenimi proteini obrezali in sprali v 1 x TTBS, nato pa blokirali nespecifična 
vezavna mesta v 3 % BSA v 1 x TTBS za 1 uro. Brez vmesnega spiranja smo membrane prenesli 
v raztopino primarnih protiteles v 3 % BSA ter pustili čez noč na hladnem. Drugi dan smo 
spirali 3 x 5 min v 1 x TTBS in pripravili sekundarna protitelesa v 5 % mleku v 1 x TTBS. 
Membrane smo pustili stresati 1 uro na mešalniku pri sobni temperaturi v raztopini sekundarnih 
protiteles, jih spirali 3 x 5 min v 1 x TTBS ter pripravili za vizualizacijo. Za detekcijo 
sekundarnih protiteles smo zmešali 200 µL komercialno pripravljenega reagenta A z 200 µL 
komercialno pripravljenega reagenta B, ki vsebujeta substrat za hrenovo peroksidazo (HRP) in 
nanesli na prozorno folijo. Na mešanico reagentov smo položili membrano in jo fotografirali z 
aparaturo za merjenje kemoluminiscence Uvitec. Za detekcijo encima OGT smo uporabili 
primarna protitelesa proti OGT (1:1000) in sekundarna proti zajčja-HRP protitelesa (1:10000). 
β-aktin pa smo detektirali s pomočjo primarnih protiteles proti β-aktin-u (1:6000) ter 
sekundarnih proti mišjih-HRP protiteles (1:10000). 
3.2.8 Test metabolne aktivnosti 
Vpliv spojin na metabolno aktivnost celic smo preverjali s testom metabolne aktivnosti (MTS). 
Poskus smo izvedli na šestih adherentnih celičnih linijah, in sicer SH-SY5Y, HeLa, A549, PC-
3 in HAP-1, in na dveh suspenzijskih celičnih linijah, U937 in AMO-1. Test metabolne 
aktivnosti temelji na redukciji substrata v živih celicah, kar se odraža v generiranju signala, ki 
korelira s številom živih celic. Mrtvim celicam se metabolna aktivnost zmanjša, namreč hitro 




tetrazolijeva sol]. V metabolno aktivnih celicah od NAD(P)H-odvisni dehidrogenazni encimi 
reducirajo reagent MTS v formazan (slika 8). V metabolno neaktivnih celicah pa do pretvorbe 
ne pride. Formazan je obarvan in v celičnem mediju topen produkt, ki ga določimo z merjenjem 
absorbance pri 490–500 nm. Količina nastalega produkta tako korelira s številom metabolno 
aktivnih celic (58, 59). 
 
Slika 8: Redukcijska reakcija. Pretvorba reagenta MTS v formazan, ki je vijolično obarvan produkt (povzeto po 57). 
Celice smo za test pripravili, kot je opisano v podpoglavju »Priprava celic za izvedbo 
poskusov«. (i) Nato smo nanesli 100 µL celične suspenzije (SH-SY5Y, HeLa, A549, HAP-1) 
v ustrezni koncentraciji na ploščo s 96-vdolbinicami ter inkubirali za 24 h. Naslednji dan smo 
odpipetirali medij iz plošče ter dodali 50 µL medija ali medija z zaviralci OGT (OSMI-1, 
OSMI-4) in 50 µL ustrezne koncentracije zaviralcev tirozin kinaz v mediju (imatinib, ibrutinib, 
sorafenib, dasatinib, regorafenib). (ii) Pri suspenzijskih celicah (U937, AMO-1) smo nanesli 50 
µL celične suspenzije v ustrezni koncentraciji na ploščo s 96-vdolbinicami ter dodali 25 µL 
medija ali medija z zaviralci OGT in 25 µL ustrezne koncentracije zaviralcev tirozin kinaz v 
mediju. Spojini OSMI-1 in OSMI-4 smo uporabili v netoksični koncentraciji pri posamezni 
celični liniji, ki smo jih določili s preliminarnim testiranjem, kjer smo uporabili naraščajoče 
koncentracije zaviralcev OGT (5-10-20-40 µM) brez dodatka TKI. Po določitvi netoksičnih 
koncentracij OSMI-1 in OSMI-4 smo za določanje metabolne aktivnosti uporabljali zaviralce 
tirozin kinaz v koncentracijah 100-50-25-10-5-1-0,5-0,1-0,01 µM. Poleg tega smo na vsako 
ploščo nanesli slepi vzorec (reagenti brez celic) in kontrolne vzorce, ki so vsebovali bodisi 
DMSO bodisi netoksično koncentracijo zaviralca OGT. Celice smo inkubirali 72 h, nato smo 
jim dodali 10 µL reagenta MTS ter počakali, da poteče reakcija. Po približno 30 min do 2 h 
(odvisno od celične linije) smo pomerili absorbanco pri 490 nm na mikrotitrskem čitalcu 
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BioTek. Odstotek metabolne aktivnosti tretiranih celic smo izračunali s pomočjo enačbe 2. 
Tako smo za vsakega posameznega zaviralca tirozin kinaz na uporabljeni celični liniji dobili 
vrednost IC50. 
Enačba 2:                                  % aktivnosti = 
𝐴(𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎) − 𝐴(𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎)
𝐴(𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎) − 𝐴(𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎)
 x 100 
 
3.2.9 Pretočna citometrija 
Pretočna citometrija (angl. flow cytometry) je metoda, ki se uporablja za določanje tako 
fizikalnih kot biokemijskih lastnosti celic. Hkrati se lahko določa več parametrov posamezne 
celice. Vzorec je injiciran v obliki homogene suspenzije, kar omogoča hidrodinamsko 
fokusiranje. Celice potujejo ena za drugo skozi laserski snop svetlobe, pri tem pa prihaja do 
odboja svetlobe v različne smeri. Količino oddane svetlobe zaznavata dva fotodetektorja. 
Prednje sipanje je proporcionalno velikosti celice, zaznava ga fotodetektor v ravnini laserskega 
žarka. Stransko sipanje pa je posledica odboja od celičnih organelov, zato je proporcionalno 
zrnatosti celice in zaznava ga fotodetektor postavljen pravokotno od žarka (slika 9). S pomočjo 
prednjega sipanja lahko ločimo celice po velikosti, s pomočjo stranskega pa zrnate od nezrnatih. 
Pravokotno na žarek so postavljeni še fluorescenčni detektorji. Ti zaznavajo fluorescenco, ki jo 
oddajajo celice po označevanju s fluorokromi in omogočajo določitev biokemijskih lastnosti 
(60, 61). 
 
Slika 9: Shema pretočnega citometra (prirejeno po 61). 
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3.2.10 Test živosti celic (viabilnost) 
(a) Brez predtretiranja celic. Suspenzijske celice (AMO-1) smo po predhodni pripravi 
nasadili na vsebnik s 24 luknjicami v koncentraciji 4,0 x 105 celic/mL (1 mL). 
(i) Celicam smo dodali ali DMSO (kontrola) ali regorafenib (10, 5, 1 µM) ali OSMI-1 (10 µM) 
ali kombinacijo obeh zaviralcev ter po 48 h in 72 h vzorčili.  
(ii) Celicam smo dodali ali DMSO (kontrola) ali regorafenib (1 µM) ali OSMI-1 (25, 10, 5 µM) 
ali kombinacijo obeh ter po 48 h in 72 h vzorčili.  
(b)  Predinkubacija celic z OSMI-1 ali regorafenibom. Suspenzijske celice (AMO-1) smo 
po predhodni pripravi nasadili na 24-jamični vsebnik v koncentraciji 2,0 x 105 celic/mL (300 
µL). 
(i) Predinkubacija z OSMI-1. Celicam smo dodali 300 µL svežega medija, ki je vseboval ali 
DMSO (kontrola) ali OSMI-1 (10 µM). Po 24 h smo suspenzijo prenesli v nov vsebnik in medij 
odstranili s centrifugiranjem 5 min pri 1800 rpm in resuspendirali v 600 µL svežega medija 
RPMI-1640 z dodatkom ali DMSO (kontrola) ali regorafeniba (10, 5, 1, 0,5 µM) ter po 48 h in 
72 h vzorčili.  
(ii) Predinkubacija z regorafenibom. Celicam smo dodali 300 µL svežega medija, ki je vseboval 
ali DMSO (kontrola) ali regorafenib (1 µM). Po 24 h smo suspenzijo prenesli v nov vsebnik in 
medij odstranili s centrifugiranjem 5 min pri 1800 rpm in peletko resuspendirali v 600 µL 
svežega medija RPMI-1640 z dodatkom ali DMSO (kontrola) ali OSMI-1 (25, 10, 5, 1 µM) ter 
po 48 h in 72 h vzorčili. 
Priprava vzorcev za merjenje. Vzorce smo pripravili za merjenje tako, da smo iz vsake 
vdolbinice najprej odpipetirali supernatant in ga prenesli v vsebnik. Suspenzijo smo nato 
centrifugirali 5 min pri 1300 rpm ter celično usedlino resuspendirali v 200 µL PBS.  
Meritev. Tik pred merjenjem smo celicam dodali barvilo SYTOX™ Blue v koncentraciji 4 
µM, ki prehaja le membrane poškodovanih celic, zaradi česar lahko z barvanjem ločimo 
populacijo mrtvih od populacije živih celic. Vzorce smo homogenizirali s pomočjo stresalnika 
in pričeli z merjenjem na pretočnem citometru. 
3.2.11 Apoptoza 
Aneksin V je protein velik 35 kDa, ki je sestavni del celične membrane makrofagov in drugih 
fagocitnih celic. Veže se na fosfolipide, med drugim tudi na fosfatidil-serin (PS), do katerega 
ima visoko afiniteto ob prisotnosti fizioloških koncentracij kalcija (Ca2+). Komplet s FITC 
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označenega aneksina V (angl. Annexin V-FITC Kit) se uporablja za razlikovanje med živimi 
in mrtvimi (apoptotičnimi, nekrotičnimi) celicami (slika 10). Večina normalnih evkariontskih 
celic ima na notranjem listu fosfolipidnega dvosloja membrane vezan negativno nabit PS. Med 
apoptozo poteka preureditev iz notranjega na zunanji list. To omogoča apoptotičnim celicam 
obarvanje z barvilom FITC vezanim na aneksin V, vendar se ne obarvajo s propidijevim 
jodidom (PI), saj ostane celična membrana apoptotskih celic intaktna. Pri nekrozi pa pride do 
perforacij celične membrane, kar omogoči vezavo označenega aneksina na PS in prav tako s 
PI. Žive celice pa se zaradi nahajanja PS na notranjem listu in intaktnosti celične membrane ne 
obarvajo niti s FITC niti s PI (62).  
 
Slika 10: Shematski prikaz PS in barvanja s FITC označenim aneksinom V. (a) Z vijola obarvanim krogcem je prikazan PS 
v celični membrani živih celic ter kasneje po preureditvi celične membrane (aktivaciji, diferenciaciji, apoptozi, degranulaciji, 
nekrozi). (b) Shematski prikaz vezave označenega aneksina na PS izpostavljen na zunanjem listu fosfolipidne membrane. Tako 
lahko ločimo med živimi, apoptotskimi in nekrotičnimi celicami z barvilom FITC vezanim na aneksin V (prirejeno po 62). 
(i) Po predhodni pripravi, smo 5 mL suspenzije celic AMO-1 nasadili na 6-jamični vsebnik v 
koncentraciji 4,0 x 105 celic/mL in dodali ali DMSO (kontrola) ali regorafenib (5 µM) ali 
OSMI-1 (5 ali 10 µM ) ali kombinacijo obeh zaviralcev. Celice smo vzorčili v treh časovnih 
točkah, in sicer po 24, 48 in 72 h. Na dan analize smo iz vsake vdolbinice najprej odpipetirali 
1 mL homogene suspenzije celicam in jih prenesli v nov vsebnik.  
(ii) Celice pripravljene po postopku (i) smo nato centrifugirali 5 min na 1800 rpm, odstranili 
supernatant in sprali z 1 mL vezavnega pufra in centrifugirali 10 min pri 300×g. Po končanem 
centrifugiranju smo supernatant v celoti odstranili. Usedlino celic smo nato resuspendirali v 
100 μL 1-kratnega vezavnega pufra. Suspenziji smo dodali 10 μL barvila Annexin V-FITC, 
dobro premešali in inkubirali 15 minut v temi pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo celice 
ponovno sprali z vezavnim pufrom kot v koraku na začetku. Dobljeno peletko na dnu vsebnika 
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smo dobro resuspendirali v 500 μL pufra. Neposredno pred meritvijo s pretočnim citometrom 
smo dodali še 5 μL raztopine PI (100 μg/mL).  
3.2.12 Analiza proliferacije celic 
Karboksifluorescein sukcinidimil ester (ang. carboxyfluorescein succinidimyl ester – CFSE) je 
fluorescenčno barvilo, ki se uporablja za analizo proliferacije celic. V obliki diacetilirane 
molekule (CFDA) prehaja preko difuzije skozi membrano v notranjost celic, tam pa ga esteraze 
pretvorijo v CFSE (63). Nastala molekula ne prehaja več celične membrane, ampak se 
kovalentno veže na aminske skupine proteinov in ostane v znotrajceličnem prostoru (64). Tako 
med delitvijo celic hčerinske celice dobijo približno polovico s CFSE označenih molekul, kar 
pomeni za približno polovico manjšo fluorescenco (slika 11). S pretočnim citometrom analiza 
fluorescence omogoča detekcijo števila delitev, ki jim je bila celica izpostavljena od začetka 
označevanja s CFSE (63). 
 
Slika 11: Prikaz delitve celic s CFSE barvilom. Pri vsaki delitvi se zmanjša količina barvila, kar se tudi vidi pri posameznih 
generacijah. Vsaka naslednja generacija vsebuje za približno polovico manj barvila (prirejeno po 63). 
Za analizo proliferacije smo celice AMO-1 najprej pripravili po postopku opisanem v 
podpoglavju »Priprava celic za izvedbo poskusov«. Nato smo suspenzijo celic prenesli v 
centrifugirko, prešteli in preračunali število celic potrebnih za poskus. Odpipetirali smo 
ustrezno količino celic v novo centrifugirko in centrifugirali 5 min na 1300 rpm pri sobni 
temperaturi. V vmesnem času smo si pripravili 2,5 mL 2 µM raztopine barvila CFSE v PBS. 
Po centrifugiranju smo supernatant odlili, celice pa resuspendirali s 2 µM CFSE v PBS in jih 
15 min inkubirali v temi. Nato smo celice centrifugirali 5 min na 1500 rpm pri sobni 
temperaturi, resuspendirali v 10 mL PBS in ponovno centrifugirali. Celično usedlino smo 
resuspendirali še v 10 mL medija ter centrifugirali, pred tem pa smo vzeli še 10 µL suspenzije 
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za štetje celic. Nato smo izračunali koncentracijo celic (po postopku opisanem v poglavju 
»Štetje celic«) in izračunali ustrezne volumne medija (glej poglavje »Priprava celic za izvedbo 
poskusov«). Po centrifugiranju smo celice resuspendirali v izračunanem volumnu medija, da 
smo dobili želeno koncentracijo celic. Označene celice smo nasadili na 24-jamični vsebnik v 
koncentraciji 1,0 x 106 celic/mL, v posamezno vdolbinico dodali 50 µL celic (50.000 celic na 
vdolbinico) in jim že isti dan dodali pripravljene spojine. Celicam smo dodali ali zaviralec 
tirozin kinaz, torej regorafenib (2,5 µM, 0,5 µM, 0,1 µM), ali regorafenib (2,5 µM, 0,5 µM, 0,1 
µM) v kombinaciji z zaviralcem OGT, torej spojino OSMI-1 (5 µM, 10 µM). Dodali smo tudi 
samo spojino OSMI-1 (5 µM, 10 µM) in 0,25 % DMSO za negativno kontrolo ter vzorce 
inkubirali. Vzorčili smo v časovnih točkah 24, 48 in 72 h. Za opravljanje meritev smo prenesli 
200 µL celic v nov vsebnik, kjer smo jih razredčili z 200 µL PBS-a. Vzorce smo homogenizirali 
s pomočjo stresalnika in pričeli z merjenjem na pretočnem citometru. 
3.2.13 Analiza celičnega cikla 
Celični cikel lahko analiziramo s pomočjo kvantifikacije DNA na pretočnem citometru. 
Določena barvila se vežejo na DNA in pri tem fluorescirajo. Vežejo se v stehiometričnem 
razmerju, kar pomeni, da je količina vezanega barvila proporcionalna količini DNA v celici. 
Primer je propidijev jodid (PI), ki se interkalira med bazne pare dvojne vijačnice (65). Pretočni 
citometer tako šteje celice in jih glede na fluorescenco razdeli v različne faze celičnega cikla. 
Celice v fazi G0 oz. G1 vsebujejo diploidne kromosome in torej normalno količino DNA. V S 
fazi pride do podvajanja in količina DNA je med normalno in podvojeno. V G2 fazi in tik pred 
mitozo pa je količina DNA že podvojena. Tu je več DNA in s tem je intenziteta signala večja 
kot na začetku (66). V večini primerov je potrebno celice pred dodatkom barvila fiksirati ali 
permeabilizirati, da lahko barvilo vstopi vanje. Žive celice ga namreč črpajo ven in 
onemogočajo označevanje. Fiksacijo lahko izvedemo z alkoholom, ki celice fiksira preko 
dehidracije in jih hkrati permeabilizira (65). 
(i) Po predhodni pripravi smo 5 mL suspenzije celic AMO-1 nasadili na 6-jamčni vsebnik v 
koncentraciji 4,0 x 105 celic/mL in dodali ali DMSO (kontrola) ali regorafenib (5 µM) ali 
OSMI-1 (5 ali 10 µM) ali kombinacijo obeh zaviralcev. Celice smo vzorčili v treh časovnih 
točkah, in sicer po 24, 48 in 72 h. Na dan analize smo iz vsake vdolbinice najprej odpipetirali 
1 mL homogene suspenzije celic in prenesli v nov vsebnik. 
(ii) Celice pripravljene po postopku (i) smo nato centrifugirali 5 min na 1800 rpm, odstranili 
supernatant in sprali z 1 mL PBS-a. Ponovili smo korak centrifugiranja, odstranili supernatant 
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ter celice resuspendirali v 200 µL PBS-a. Dodali smo 1 mL hladnega absolutnega etanola (0 
°C) in dobro premešali. Vzorce smo postavili na -20 °C za 30 min, nato pa centrifugirali 5 min 
na 2300 rpm in odstranili supernatant. Usedlino celic smo resuspendirali v 1 mL PBS in pustili 
rehidrirati 30 min. Ponovno smo centrifugirali 5 min na 2300 rpm in si v vmesnem času 
pripravili PI/RNAzni pufer. V 5 mL pufra za označevanje smo dodali 10 µL barvila PI ter 5 µL 
RNAze, da bi preprečili sočasno barvanje RNA. Nato smo supernatant odlili, celice pa 
resuspendirali v 500 µL PI/RNAznega pufra. Vzorce smo zaščitene pred svetlobo inkubirali 15 
min pri sobni temperaturi. Meritve rezultatov smo izvedli na pretočnem citometru.  
3.2.14 Statistična analiza rezultatov 
Po opravljenih meritvah smo rezultate obdelali v programu Microsoft Excel, kjer smo izračunali 
povprečje in standardno deviacijo (SD) normaliziranih vrednosti za test metabolne aktivnosti, 
živost, apoptozo in celični cikel. Pri testiranju TKI smo izvedli več bioloških ponovitev (n = 2-
5) ter za vsako uporabili novo pasažo celic.  
S programom GraphPad Prism smo za statistično analizo IC50 vrednosti TKI na izbranih rakavih 
celičnih linijah uporabili različico Welch in Brown-Forsythe enosmernega ANOVA testa 
(statistično značilni rezultati označeni z *). V primeru nizkih standardnih deviacij (SD) smo 
naredili dodaten Welch t-test (statistično značilni rezultati označeni z **). Z istim programom 
smo prav tako opravili statistično analizo celičnega cikla, kjer smo uporabili enostranski 
ANOVA test in Dunnettov T3 primerjalni test kot post-hoc analizo. Statistično značilne 
vrednosti smo opredelili kot rezultate s p-vrednostjo manjšo od 5 % (p < 0,05).    
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
Raziskave kažejo, da je spremenjena N-acetilglukozaminilacija splošna značilnost številnih 
tipov rakavih obolenj, zaradi česar sta encima OGT in OGA, modulatorja N-
acetilglukozaminilacije, potencialni novi terapevtski tarči rakavih obolenj (33, 39). Trenutno se 
v tarčni terapiji različnih vrst rakavih obolenj uporabljajo TKI, saj imajo tirozin kinaze 
pomembno vlogo pri modulaciji specifičnih signalnih poti. Te protitumorne učinkovine 
delujejo na receptorje tirozin kinaz in tudi na znotrajcelične tirozin kinaze, vendar se pri njihovi 
uporabi pojavi veliko neželenih učinkov (8). TKI se uporabljajo za zdravljenje tako 
hematoloških malignosti kot tudi trdnih tumorjev, a se lahko pojavi odpornost na uporabljeno 
učinkovino (npr. pojav mutacije v genu za tirozin kinazo).  
Kot smo spoznali v uvodu sta N-acetilglukozaminilacija in fosforilacija dinamični PTM, ki se 
pojavita na istih ali sosednjih aminokislinah, in sta posledično vključeni v regulacijo številnih 
celičnih procesov. Zaradi prisotnosti povezave med procesoma nas je zanimalo ali je lahko s 
sočasno uporabo zaviralcev OGT in TKI protitumorni učinek izboljšan. Zato smo se na podlagi 
vrste rakavih obolenj, za katere se uporabljajo TKI, in na podlagi ekspresije posameznih tarč 
TKI odločili za ustrezne celične linije, ki so nam služile kot in vitro modeli za preučevanje 
učinkov. Za model hematoloških malignosti smo uporabili suspenzijski celični liniji U937 
(celice kronične mieloične levkemije) in AMO-1 (maligne plazmocitomske celice), medtem ko 
smo za model trdnih tumorjev uporabili celične linije A549 (celice pljučnega raka), HAP-1 
(celice kronične mieloične levkemije v kostnem mozgu), HeLa (celice raka materničnega 
vratu), SH-SY5Y (celice nevroblastoma) in PC-3 (celice raka prostate). 
Za preučevanje sinergističnih učinkov na zgoraj navedenih celičnih linijah smo izbrali zaviralca 
OGT (OSMI-1, OSMI-4) in pet različnih zaviralcev tirozin kinaz (sorafenib, ibrutinib, imatinib, 
regorafenib in dasatinib). 
4.1 Določitev netoksične koncentracije zaviralcev OGT na izbranih rakavih 
celičnih linijah 
Glede na podatkovne baze in informacije iz literature smo za izvajanje eksperimentov izbrali 
celične linije, ki imajo dovolj visoko izraženo koncentracijo OGT in prav tako tarčnih tirozin 
kinaz. Izbrali smo celične linije U937, AMO-1, HeLa, A549, PC-3, HAP-1 in SH-SY5Y. 
Najprej smo želeli preveriti, ali dobimo primerljive rezultate za izraženost OGT z že znanimi 
podatki. V ta namen smo določili izražanje encima OGT z metodo prenosa western in 
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imunodetekcijo (slika 12). Kot kontrolo nanosa smo uporabili β-aktin, ki je del celičnega 
ogrodja, zato se izraža v večini celic. 
 
Slika 12: Izraženost encima OGT na posameznih celičnih linijah. Slika nitrocelulozne membrane po prenosu western. 
Zgornje lise na membrani prikazujejo izraženost encima OGT v posamezni celični liniji, medtem ko predstavljajo spodnje lise 
kontrolo nanosa vzorcev (β-aktin). 
Na sliki 12 vidimo, da je encim OGT izražen na vseh izbranih celičnih linijah. Dobljene 
rezultate smo primerjali z že znanimi rezultati podatkovne baze (angl. The Human Protein 
Atlas). Tam so sicer podane informacije o izraženosti encima OGT na nivoju RNA, vendar so 
dobljeni rezultati kljub temu korelirali z bazo podatkov. Zasledili smo, da ima celična linija SH-
SY5Y na nivoju RNA izraženega najmanj OGT, čemur sledijo A549, PC-3, HAP-1, U937 in 
HeLa (67). Celična linija AMO-1 ni predstavljena v izbrani podatkovni bazi ter se tudi v ostali 
literaturi redko pojavlja, vendar rezultati kažejo, da izraža encim OGT. Z izvedenim prenosom 
western smo potrdili izražanje OGT v vseh izbranih celičnih linijah, zato smo jih uporabili za 
nadaljnje delo.  
Preden smo se lotili dokazovanja morebitnega sinergističnega delovanja kombinacije TKI in 
zaviralcev OGT, smo želeli določiti za rakave celice netoksične koncentracije zaviralcev OGT 
(OSMI-1 in OSMI-4). V literaturi je opisano, da doseže OSMI-1 najboljši učinek in vitro pri 
50 µM koncentraciji ter je pri visokih koncentracijah slabše topen (41). Na podlagi tega in 
predhodnih preliminarnih podatkov, smo se odločili, da na celičnih linijah testiramo učinke 
zaviralcev OGT pri 40 µM, 20 µM, 10 µM in 5 µM. Celice smo 72 h tretirali z OSMI-1 ali 




Slika 13: Določitev netoksične koncentracije zaviralcev OGT na izbranih celičnih linijah. (a) Vpliv OSMI-1 na metabolno 
aktivnost na izbranih celičnih linijah. Za določitev netoksične koncentracije smo celične linije izpostavili 40 µM, 20 µM, 10 
µM in 5 µM koncentracijam OSMI-1. (b) Vpliv OSMI-4 na metabolno aktivnost na izbranih celičnih linijah. Za določitev 
netoksične koncentracije smo celične linije izpostavili 40 µM, 20 µM, 10 µM in 5 µM koncentracijam OSMI-4. Prikazani so 
odstotki metabolne aktivnosti celic glede na kontrolo (DMSO) po 72 h. Podatki so prikazani kot odstotki metabolne aktivnosti 
celic ene biološke ponovitve ± SD duplikatov.  
S pomočjo grafa na sliki 13 smo določili netoksične koncentracije OSMI-1 in OSMI-4 za 
nadaljnje študije. Opazili smo, da se učinek OSMI-1 razlikuje glede na celično linijo oziroma, 
da so koncentracije pod 20 µM delovale minimalno oziroma netoksično na večino celičnih linij. 
Na podlagi teh rezultatov smo se odločili, da uporabimo 10 µM koncentracije OSMI-1 za celice 
A549, AMO-1, HAP-1, U937 in SH-SY5Y ter 5 µM koncentracijo za celično linijo HeLa (slika 
13a). Prav tako smo opredelili netoksične koncentracije na izbranih celičnih linijah za OSMI-
4, kjer je bila razlika v metabolni aktivnosti celic pri posameznih koncentracijah manjša kot pri 
OSMI-1. Pri celičnih linijah A549, AMO-1, HAP-1, SH-SY5Y in HeLa smo na podlagi 
rezultatov preliminarnega testiranja za netoksično koncentracijo izbrali 20 µM koncentracijo 
OSMI-4, medtem ko smo le pri U937 določili netoksično koncentracijo pri 5 µM (slika 13b). 
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Vse izbrane netoksične koncentracije zaviralcev OGT (OSMI-1, OSMI-4) za izbrane celične 
linije so predstavljene v preglednici X.  






A549 10 µM 20 µM 
AMO-1 10 µM 20 µM 
HAP-1 10 µM 20 µM 
U937 10 µM 5 µM 
SH-SY5Y 10 µM 20 µM 
HeLa 5 µM 20 µM 
 
4.2 TKI in zaviralci OGT imajo sinergistični učinek na metabolno aktivnost 
izbranih rakavih celic 
Po preliminarnem testiranju in določitvi netoksičnih koncentracij zaviralcev OGT na 
posamezni celični liniji smo preverili morebitni sinergistični vpliv zaviralcev OGT in TKI na 
metabolno aktivnost celičnih linij. Test smo uporabili za rešetanje, zato smo ga opravili na vseh 
izbranih celičnih linijah (A549, HeLa, SH-SY5Y, HAP-1, U937, AMO-1). Za izvedbo testa 
smo celice 72 h izpostavili (i) TKI (regorafenib, sorafenib, imatinib, ibrutinib, dasatinib), (ii) 
zaviralcu OGT (OSMI-1, OSMI-4) ali (iii) njunima kombinacijama. S tem smo želeli preveriti 
ali kombinacija TKI z zaviralcem OGT bolj zavre metabolno aktivnost celic kot sam zaviralec 
tirozin kinaz. Za določitev vrednosti IC50 smo uporabili razpon koncentracij zaviralcev tirozin 
kinaz (0,01-100 µM), ki smo jih tekom eksperimenta tudi prilagajali posameznim celičnim 
linijam, medtem ko so bile koncentracije zaviralcev OGT (OSMI-1, OSMI-4) konstantne 
(preglednica X).  
Rezultate meritev, ki smo jih dobili s spektrofotometrično meritvijo, smo normalizirali glede 
na kontrolo in predstavljajo odstotek metabolne aktivnosti posameznega vzorca glede na 
aktivnost kontrolnega vzorca. Iz pridobljenih podatkov smo izračunali vrednosti IC50, ki v 
našem primeru predstavlja koncentracijo, pri kateri pride do 50 % zavrtja metabolne aktivnosti, 
torej je ta vrednost merilo učinkovitosti zaviranja specifične biološke ali biokemijske funkcije 
(68). IC50, za posamezen TKI in njegovo kombinacijo z zaviralcem OGT smo predstavili v več 
preglednicah (slika 14). Za olajšano primerjavo sinergističnih učinkov različnih zaviralcev in 
njihovo primerjavo med posameznimi celičnimi linijami smo za vsako kombinacijo izračunali 
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faktor spremembe, in sicer za kombinacijo z OSMI-1 po enačbi 3 ter za kombinacijo z OSMI-
4 po enačbi 4. 
Enačba 3:      𝐹1 =  
𝑇𝐾𝐼
𝑇𝐾𝐼 𝑧 𝑂𝑆𝑀𝐼−1




Za vrednotenje rezultatov meritev moramo vedeti, da lahko ob uporabi kombinacij učinkovin 
le-te vplivajo ena na drugo ali pa tega vpliva ni. V primeru, da uporabljene učinkovine vplivajo 
ena na drugo, je lahko končni učinek enak vsoti pričakovanih učinkov (aditiven), manjši od 
pričakovane vsote ali večji od pričakovane vsote kombinacije (68). V naši študiji smo sklepali, 
da bo kombinacija TKI z zaviralci OGT imela končni učinek večji od vsote učinkov posameznih 
zaviralcev. Pri takšnih interaktivnih kombinacijah se lahko pojavi izboljšan učinek, tj. kadar 
druga učinkovina nima nobenega dodatnega učinka, ampak samo poveča učinkovitost prve. 
Poleg tega se lahko pojavi tudi sinergistični učinek, tj. kadar so jasno vidni učinki posameznih 
učinkovin, pri čemer so učinki kombinacije očitno večji od seštevka posameznih učinkovin. Ta 
učinek izhaja iz seštevanja posameznih učinkov ter dodatnih mehanizmov, ki vodijo do tega, 
da ena ali obe učinkovini povečata učinek drugega (68). Naši rezultati so pokazali sinergistično 
delovanje, zaradi česar predvidevamo, da bi s sočasno uporabo zaviralcev OGT in TKI dosegli 
močnejši učinek kot z vsakim posebej ter da bi bili TKI v kombinaciji z zaviralci OGT enako 
učinkoviti pri nižjih koncentracijah.  
A. REGORAFENIB IC50 ± SD 
 A549 [µM] HeLa [µM] SH-SY5Y [µM] HAP-1 [µM] U937 [µM] AMO-1 [µM] 
TKI 0,67 ± 0,63 7,92 ± 0,71 0,50 ± 0,05 4,71 ± 0,07 13,55 ± 3,68 7,79 ± 0,93 
TKI z 
OSMI-1 
1,03 ± 0,69 9,41 ± 0,92 0,27 ± 0,01 0,56 ± 0,02 9,23 ± 0,28 2,15 ± 1,58 
TKI z 
OSMI-4 
3,85 ± 2,64 8,76 ± 0,25 0,45 ± 0,24 2,73 ± 0,28 11,43 ± 0,92 4,56 ± 0,85 
faktor spremembe 
F1 0,65 0,84 1,82 8,36* 1,47 3,62* 
F2 0,17 0,90 1,10 1,72** 1,19 1,71** 
* statistično značilna razlika p<0,05; uporabljen Brown-Forsythe in Welch ANOVA test (ob nizkem SD dodaten Welch t-test**)  
B. SORAFENIB IC50 ± SD 
 A549 [µM] HeLa [µM] SH-SY5Y [µM] HAP-1 [µM] U937 [µM] AMO-1 [µM] 
TKI 1,18 ± 0,40 9,22 ± 0,92 1,73 ± 0,22 5,09 ± 0,45 7,36 ± 0,44 5,97 ± 0,60 
TKI z 
OSMI-1 
0,72 ± 0,39 24,20 ± 21,71 1,17 ± 0,08 0,64 ± 0,01 7,22 ± 1,44 4,35 ± 3,21 
TKI z 
OSMI-4 
0,99 ± 0,83 13,45 ± 3,54 1,17 ± 0,11 3,35 ± 0,46 6,86 ± 0,01 6,14 ± 2,46 
faktor spremembe 
F1 1,65 0,38 1,48 7,99* 1,02 1,37 
F2 1,19 0,69 1,47 1,52** 1,07 0,97 
* statistično značilna razlika p<0,05; uporabljen Brown-Forsythe in Welch ANOVA test (ob nizkem SD dodaten Welch t-test**)  
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C. IMATINIB IC50 ± SD 
 A549 [µM] HeLa [µM] SH-SY5Y [µM] HAP-1 [µM] U937 [µM] AMO-1 [µM] 
TKI 20,77 ± 6,99 49,16 ± 14,39 20,21 ± 0,57 36,15 ± 3,93 13,52 ± 0,56 19,42 ± 0,73 
TKI z 
OSMI-1 
14,38 ± 1,00 46,87 ± 19,50 18,95 ± 0,59 31,60 ± 0,69 13,34 ± 1,21 18,93 ± 4,23 
TKI z 
OSMI-4 
12,91 ± 3,32 46,32 ± 23,78 14,57 ± 1,49 32,04 ± 0,16 12,35 ± 1,09 13,39 ± 0,30 
faktor spremembe 
F1 1,44 1,05 1,07 1,14 1,01 1,03 
F2 1,61 1,06 1,39 1,13 1,09 1,45** 
* statistično značilna razlika p<0,05; uporabljen Brown-Forsythe in Welch ANOVA test (ob nizkem SD dodaten t-Welch test**)  
D. IBRUTINIB IC50 ± SD 
 A549 [µM] HeLa [µM] SH-SY5Y [µM] HAP-1 [µM] U937 [µM] AMO-1 [µM] 
TKI 24,33 ± 0,32 38,00 ± 1,54 / 22,73 ± 2,62 10,33 ± 1,69 31,61 ± 3,63 
TKI z 
OSMI-1 
25,51 ± 2,76 35,82 ± 11,82 / 18,12 ± 0,91 9,96 ± 1,58 34,31 ± 12,15 
TKI z 
OSMI-4 
20,11 ± 3,66 27,10 ± 2,34 / 16,55 ± 0,33 10,65 ± 1,93 21,87 ± 1,36 
faktor spremembe 
F1 0,95 1,06 / 1,25 1,04 0,92 
F2 1,21 1,40** / 1,37 0,97 1,45** 
* statistično značilna razlika p<0,05; uporabljen Brown-Forsythe in Welch ANOVA test (ob nizkem SD dodaten Welch t-test**)  
E. DASATINIB IC50 ± SD 
 A549 [µM] HeLa [µM] SH-SY5Y [µM] HAP-1 [µM] U937 [µM] AMO-1 [µM] 
TKI / 25,54 ± 3,17 / 9,83 ± 0,43 / / 
TKI z 
OSMI-1 
/ 27,09 ± 1,58 / 8,88 ± 0,41 / / 
TKI z 
OSMI-4 
/ 27,40 ± 1,41 / 9,96 ± 0,17 / / 
faktor spremembe 
F1 / 1,11 / 0,94 / / 
F2 / 0,99 / 0,93 / / 
* statistično značilna razlika p<0,05; uporabljen Brown-Forsythe in Welch ANOVA test (ob nizkem SD dodaten Welch t-test**)  
Slika 14: IC50 izbranih TKI na posameznih celičnih linijah. Podatki so prikazani kot povprečne vrednosti IC50 v n = 2 – 5 
bioloških ponovitvah ± SD. 
Koncentracije zaviralcev tirozin kinaz, ki povzročijo znižanje metabolne aktivnosti na polovico 
maksimalne, tj. IC50, se razlikujejo ne le med posameznimi celičnimi linijami, ampak tudi med 
seboj. Takšne razlike v IC50 vrednostih med posameznimi TKI so pričakovane, saj imajo 
izbrane celične linije izražene različne tirozin kinaze, ki delujejo kot tarče za posamezne TKI. 
Izmed testiranih TKI imata regorafenib in sorafenib najnižje vrednosti IC50 na izbranih celičnih 
linijah. Najnižjo vrednost IC50 ima regorafenib na celični liniji SH-SY5Y, in sicer IC50 = 0,50 
µM (slika 14, preglednica A). Do podobnih ugotovitev so prišli Fondevila in sodelavci, in sicer 
so izvedli študijo, ki je pokazala, da regorafenib zmanjšuje delitev celic v odvisnosti od 
koncentracije in časa (13). V naši študiji smo ugotovili, da poleg regorafeniba tudi sorafenib 
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dosega nizke koncentracije IC50, vendar se le-te gibljejo približno med 1 µM in 9 µM (slika 14, 
preglednica B). Koncentracije IC50 ostalih treh TKI (imatiniba, ibrutiniba in dasatiniba) so 
mnogo višje, in sicer se gibljejo med približno 10 µM in 40 µM. Pri imatinibu je bila na celični 
liniji HeLa določena najvišja koncentracija IC50, in sicer je bila 49,16 µM (slika 14, preglednica 
C). Na sliki 14 lahko vidimo, da nismo vseh TKI testirali na vseh celičnih linijah, saj v 
preliminarnih testih nismo ugotovili nikakršnih sinergizmov. Testiranje s dasatinibom smo zato 
izvedli le na dveh celičnih linijah, in sicer na celicah HeLa in HAP-1, vendar tudi na teh ni bilo 
zaznati obetavnih rezultatov (slika 14, preglednica E). Iz istih razlogov nismo preučevali 
učinkov ibrutiniba na celični liniji SH-SY5Y (slika 14, preglednica D). Opažanja morebitnih 
sinergističnih učinkov med TKI in zaviralci OGT na posamezni celični liniji so sledeča: 
− Na celični liniji A549 nismo opazili nobene signifikantne spremembe v vrednosti IC50 pri 
vseh testiranih kombinacijah. Glede na izračunan F2 pri regorafenibu (slika 14, preglednica 
A) smo opazili razliko pri kombinaciji z OSMI-4, vendar le-ta ni statistično značilna, 
predvidevamo da zaradi odstopanja med biološkimi ponovitvami. Do istega zaključka smo 
prišli pri primerjavi vrednosti IC50 sorafeniba v kombinaciji z OSMI-1.  
− Na celični liniji HeLa smo dobili statistično značilno razliko pri ibrutinibu v kombinaciji z 
OSMI-4 (slika 14, preglednica D). Pri ostalih kombinacijah statistično značilnih sprememb 
v vrednosti IC50 nismo zaznali. Največje odstopanje med biološkimi ponovitvami smo 
zaznali pri imatinibu in sorafenibu v kombinaciji z OSMI-1. Slednja bi lahko bila glede na 
velikost faktorja spremembe F1 ob nižjih vrednostih SD statistično značilna (slika 14). 
− Na celični liniji SH-SY5Y smo testiranje izvedli le z regorafenibom, sorafenibom in 
imatinibom. Nobena izmed uporabljenih kombinacij ni pokazala statistično signifikantnih 
razlik, na katere bi lahko sklepali glede na izračunane faktorje spremembe (slika 14). 
− Na celični liniji HAP-1 smo opazili statistično značilno spremembo v vrednosti IC50 pri 
regorafenibu in sorafenibu v kombinaciji z OSMI-1. Pokazal se je sinergistični učinek, saj 
sta se IC50 ob uporabi kombinacije z OSMI-1 zmanjšali za približno 8-krat (slika 14, 
preglednica A). Prav tako smo dokazali signifikantno razliko pri kombinaciji sorafeniba in 
regorafeniba z OSMI-4 (slika 14, preglednica B). Pri uporabi ostalih TKI v kombinaciji z 
zaviralci OGT statistično značilnih razlik nismo dokazali. 
− Na celični liniji U937 nismo opazili statistično značilnih razlik med vrednostmi IC50 pri 
nobeni izmed kombinacij TKI z zaviralci OGT. Vrednost IC50 se je pri vseh testiranih 
primerih gibala med približno 7 µM in 15 µM (slika 14). 
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− Na celični liniji AMO-1 smo opazili statistično značilno znižanje vrednosti IC50 pri 
kombinaciji regorafeniba z OSMI-1 v primerjavi s samim regorafenibom (F1 = 5,68) (slika 
15). Prav tako smo signifikantne razlike opazili pri regorafenibu, imatinibu in ibrutinibu v 
kombinaciji z OSMI-4 (slika 14, preglednica A). 
Glede na podane rezultate lahko povzamemo, da je bil največji sinergistični učinek opažen na 
dveh celičnih linijah, in sicer na HAP-1 in AMO-1. V obeh primerih je prišlo do spremembe 
vrednosti IC50 za regorafenib, in sicer za več kot 3,6-krat. V kombinaciji z OSMI-1 je prišlo do 
premika k nižjim koncentracijam TKI, medtem ko je bil takšen učinek pri kombinaciji z OSMI-
4 opažen le na celični liniji AMO-1.  
  
Slika 15: Krivulja sinergističnega učinka TKI z zaviralci OGT na celični liniji AMO-1. Krivulje prikazujejo IC50 
regorafeniba, regorafeniba v kombinaciji z OSMI-1 in regorabeniba v kombinaciji z OSMI-4. Rdeča črtkana črta označuje 
vrednost IC50, in sicer lahko vidimo, kako se zniža (zamik v levo) IC50 regorafeniba (rdeča navpična črta), ob dodatku OSMI-
1 (zelena puščica) in ob dodatku OSMI-4 (modra puščica). Podatki so prikazani kot povprečni odstotki metabolne aktivnosti 
celic v n = 2 – 5 bioloških ponovitvah, vendar so zaradi preglednosti grafa SD vrednosti prikazane na sliki 15 (preglednica A). 
Za celično linijo AMO-1 smo naredili tudi prikaz sigmoidnih krivulj, ki ponazarjajo, kako se 
metabolna aktivnost spreminja v odvisnosti od logaritemske koncentracije regorafeniba (slika 
15). IC50 regorafeniba se ob dodatku OSMI-1 na AMO-1 celicah iz koncentracije 7,79 µM 
zmanjša za 3,62-krat ter ob dodatku OSMI-4 za 1,71-krat, kar je predstavljeno na grafu kot 
premik sigmoidnih krivulj v levo. Na podlagi vseh rezultatov smo za nadaljnje preučevanje 
sinergizma med TKI in zaviralci OGT izbrali regorafenib in OSMI-1. Izbrana kombinacija je 
kazala na izrazite spremembe pri AMO-1 in HAP-1 celični liniji, vendar smo se odločili za 
nadaljevanje eksperimentov na suspenzijski celični liniji AMO-1, saj je adherentna celična 
linija HAP-1 haploidna. 
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4.3 Kombinacija regorafeniba in OSMI-1 zniža živost celic AMO-1  
V nadaljevanju nas je zanimalo, ali kombinacija spojin regorafeniba in OSMI-1 sinergistično 
vpliva le na metabolno aktivnost celic ali ima vpliv tudi na njihovo živost. Celice AMO-1 smo 
izpostavili naraščajočim koncentracijam regorafeniba (1 µM, 5 µM, 10 µM) ob konstantni 
koncentraciji OSMI-1 (10 µM) ter naraščajočim koncentracijam OSMI-1 (5 µM, 10 µM, 25 
µM) ob konstantni koncentraciji regorafeniba (1 µM). Celicam smo v časovni točki 72 h 
določili delež mrtvih celic s pomočjo barvila za živost in pretočnega citometra.  
 
Slika 16: Grafični prikaz odstotka mrtvih celic AMO-1 s konstantno koncentracijo OSMI-1. Koncentracije regorafeniba 
naraščajo (1 μM, 5 μM in 10 μM), medtem ko je koncentracija OSMI-1 konstantna (10 μM). Kot kontrolni vzorec so uporabljene 
celice z dodanim DMSO. Podatki so prikazani kot povprečni odstotki mrtvih celic dveh bioloških ponovitev ± SD po 72 h. R-
regorafenib. 
Iz grafa na sliki 16 lahko vidimo, da je bil najobsežnejši učinek na živost celic dosežen s 
kombinacijo 10 μM regorafeniba in 10 μM OSMI-1, saj je bil delež  mrtvih celic kar 63 %. Sam 
regorafenib je imel vpliv na živost, glede na kontrolo, šele pri 10 μM koncentraciji, kjer je bila 
smrtnost 32 %, medtem ko nižje koncentracije niso imele vpliva na živost celic AMO-1. 
Podobno smrtnost celic kot pri 10 μM regorafenibu smo opazili tudi pri uporabi kombinacije 5 




Slika 17: Grafični prikaz odstotka mrtvih celic AMO-1 s konstantno koncentracijo regorafeniba. Koncentracije OSMI-1 
naraščajo (5 μM, 10 μM in 25 μM), medtem ko je koncentracija regorafeniba konstantna (1 μM). Kot kontrolni vzorec so 
uporabljene celice z dodanim DMSO. Podatki so prikazani kot povprečni odstotki mrtvih celic dveh bioloških ponovitev ± SD 
po 72 h. OS1-OSMI-1. 
V drugem eksperimentu smo ohranjali konstantno koncentracijo regorafeniba (1 μM) in 
spreminjali koncentracije OSMI-1 (5 μM, 10 μM, 25 μM). Ugotovili smo, da je živost celic ob 
uporabi nizkih koncentracij OSMI-1 (5 μM in 10 μM), bodisi samega ali v kombinaciji z 
regorafenibom, primerljiva s kontrolo (okoli 10 % mrtvih celic) (slika 17). Šele pri 25 μM 
OSMI-1 se smrtnost celic AMO-1 rahlo poveča (na 22 %), pri čemer je ta učinek bolj izrazit, 
če dodamo celicam še 1 μM regorafeniba (smrtnost se poveča na 34 %).  
  
Slika 18: Primerjava sinergističnih učinkov uporabe testa metabolne aktivnosti in testa živosti. Na levi strani grafa je 
prikazan odstotek metabolne aktivnosti, medtem ko je na desni prikazan odstotek živih celic. Podatki so prikazani kot povprečni 
odstotki metabolne aktivnosti in živosti celic dveh bioloških ponovitev ± SD, in sicer za kombinaciji 5 µM regorafeniba z 10 
µM OSMI-1 in 10 µM regorafeniba z 10 µM OSMI-1. 
45 
 
Kot že predhodno omenjeno, se test metabolne aktivnosti pogosto uporablja za določanje 
citotoksičnega učinka spojin na celice, vendar pa ni nujno, da vedno neposredno odraža tudi 
živost celic. Iz teh razlogov lahko včasih napačno interpretiramo rezultate, zato smo v 
nadaljevanju podali podatke za metabolno aktivnost kot tudi za živost (slika 18). Razvidno je, 
da metabolna aktivnost celic AMO-1 korelira z znižano živostjo celic, vendar je bila metabolna 
aktivnost bolj zavrta ter tako neposredno ne odraža stopnje smrtnosti celic. Z izvedenimi 
študijami smo potrdili, da je odziv celične linije AMO-1 ob izpostavitvi TKI v kombinaciji 
zaviralca OGT za več kot 3-krat bolj učinkovit kot v primerjavi z izpostavitvijo samo 
regorafenibu ali samo OSMI-1. Pri tem pa je potrebno izpostaviti, da ti učinki niso nujo le 
posledica zaviranja OGT. Ortiz-Meoz in sodelavci so namreč v študiji na celicah ovarijev 
kitajskega hrčka (CHO) pokazali, da je 50 μM OSMI-1 po 24 h znižal živost celic za kar 50 %.  
Ob uporabi strukturno podobne spojine PG34, ki je šibek zaviralec OGT in ne vpliva na stopnjo 
N-acetilglukozaminilacije so ugotovili, da znižanje živosti ni nujno posledica zaviranja OGT. 
PG34 je namreč imel podobne učinke na živost celic CHO kot OSMI-1, kar nakazuje na to, da 
slednji vpliva tudi na druge tarče (41).   
4.4 Apoptoza ni prevladujoča vrsta celične smrti, ki jo povzroči kombinacija 
regorafeniba in OSMI-1 na celični liniji AMO-1 
S predhodnimi študijami smo dokazali in potrdili, da ima kombinacija regorafeniba z OSMI-1 
sinergističen citotoksičen učinek na celično linijo AMO-1. Na podlagi teh rezultatov smo želeli 
opredeliti vrsto celične smrti, zato smo se odločili za določanje deleža apoptotičnih celic s 
kompletom za določanje apoptotičnih celic, ki vsebuje aneksin V in propidijev jodid. Celice 
smo v ta namen izpostavili spojinam regorafenib (5 μM) ali OSMI-1 (10 μM, 5 μM) ali njuni 




Slika 19: Prikaz sinergističnega učinka zaviralca OGT in TKI na apoptozo. (a) Celice 24 h izpostavljene  5 µM regorafenibu 
in 10 µM OSMI-1. (b) Celice 48 h izpostavljene 5 µM regorafenibu in 10 µM OSMI-1. (c) Celice 48 h izpostavljene samo 10 
µM OSMI-1. (d) Celice 48 h izpostavljene samo 5 µM regorafenibu. (e) Kontrolni vzorec, torej celice 48 h izpostavljene DMSO. 
Slika 19 nam prikazuje odzive celične linije AMO-1 po 24 h in 48 h izpostavitvi zaviralcem. 
Vidimo lahko, da je delež mrtvih celic največji po 48 h v primeru uporabe TKI v kombinaciji 
z zaviralcem OGT, in sicer 31 % (slika 19b). Poleg tega vidimo, da so deleži mrtvih celic ob 
uporabi OSMI-1 (13 %) ali regorafeniba (12 %) primerljivi s kontrolnim vzorcem (12 %). Na 
grafičnem prikazu (kvadrant desno spodaj) vidimo deleže apoptotičnih celic, in sicer opazimo 
blago povečanje deleža apoptotičnih celic v primerjavi uporabe kombinacije 5 µM regorafeniba 
z 10 µM OSMI-1 (8 %) s kontrolnim vzorcem (3 %). Na podlagi tega sklepamo, da ima 
izpostavljenost celic kombinaciji TKI z zaviralcem OGT sinergistični citotoksični učinek, 
vendar pa ta najverjetneje ni posledica proženja apoptotičnih signalnih poti, saj se delež 
apoptotičnih celic sicer poveča, vendar le za nekaj odstotkov, medtem ko delež mrtvih celic 
strmo naraste. 
Poznanih je več vrst celičnih smrti, ki so glede na potek delovanja razdeljene na naključno in 
vodeno celično smrt. Naključno lahko sproži nepričakovani napad ali poškodba, ki preplavi vse 
nadzorne mehanizme, medtem ko vodeno smrt prožijo natančno regulirane signalne poti, ki jih 
izvaja niz efektorskih molekul. Kadar se pojavi v fizioloških pogojih, je vodena celična smrt 
znana tudi kot programirana celična smrt. Glede na molekulske značilnosti jo razvrstimo v več 
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podskupin, kot so apoptoza, nekroptoza (tj. regulirano preluknjanje membrane), piroptoza (z 
aktivacijo vnetnega procesa), feroptoza (s kopičenjem železa in lipotoksičnostjo), entotična 
celična smrt (tj. oblika celičnega kanibalizma), netotična celična smrt (regulirano z 
zunajceličnimi mrežami), partanatosom (tj. oksidativna stresna poškodba DNA in razgradnja 
kromatina), lizosomsko vodena celična smrt (hidrolitični encimi se sprostijo v citoplazmi), 
celična smrt posredovana z avtofagijo (molekulski mehanizmi avtofagije), alkaliptoza 
(znotrajcelična alkalizacija) in okseiptoza (z ROS inducirana) (69). Glede na grafične prikaze 
predstavljene na sliki 19 lahko zaključimo, da le manjši delež celic AMO-1 podleže apoptozi. 
Za apoptotično celično smrt je namreč značilno, da skozi čas pride do premika živih celic v 
apoptotične in nato naprej v mrtve, kar pomeni, da se mora skozi čas delež živih celic zmanjšati, 
delež apoptotičnih in mrtvih pa povečati. Pregled naših podatkov pokaže, da po izpostavitvi 
regorafenibu in OSMI-1 ne vidimo takšnih premikov, saj se povečuje le delež mrtvih celic, ne 
pa tudi apoptotičnih. Točne vrste celične smrti nismo uspeli opredeliti, vendar predvidevamo, 
da gre za nekroptozo, a so potrebni dodatni celični in biokemijski testi, da to trditev potrdimo 
ali ovržemo. 
4.5 Kombinacija regorafeniba in OSMI-1 sinergistično zavre proliferacijo 
celične linije AMO-1, a ne vpliva na njen celični cikel  
V predhodni analizi smo opazili sinergistični učinek kombinacije regorafeniba in OSMI-1 na 
metabolno aktivnost in živost celic AMO-1, zato smo se odločili preveriti še morebitni vpliv 
omenjene kombinacije spojin na celično delitev le-teh. S tem namenom smo s CFSE označene 
celice za 24 h, 48 h in 72 h izpostavili ali OSMI-1 (5 µM, 10 µM) ali regorafenibu (5 µM, 1 
µM, 0,5 µM), ali kombinaciji obeh ter nato opravili analizo na pretočnem citometru. Na sliki 
20 so grafično predstavljeni profili celične delitve celic AMO-1 pod različnimi pogoji tretiranja 





Slika 20: Proliferacija celic celične linije AMO-1. Celice smo izpostavili spojinam OSMI-1 (10 μM) ali regorafenib (5 μM) 
ali kombinaciji obeh ali DMSO (0,5 %). Označili smo jih z raztopino barvila CFSE in vzorčili po 24 h, 48 h in 72h. (a) Grafi 
intenzitet CFSE signalov za celice AMO-1 pri časovnih točkah 24 h, 48 h in 72 h. (b) Grafi intenzitet CFSE signalov, primerjava 
med kontrolnimi vzorci DMSO, OSMI-1, regorefenibom in kombinacijo zaviralcev v časovni točki 48 h. (c) Grafi intenzitet 
CFSE signalov, primerjava med kontrolnimi vzorci DMSO, OSMI-1, regorefenibom in kombinacijo zaviralcev v časovni točki 
72 h. 
Razlike med kontrolnim vzorcem (DMSO), regorafenibom ali OSMI-1 v primerjavi s 
kombinacijami le-teh so bile po 24 h minimalne, zato podatki niso prikazani, medtem ko so bile 
po 48 h razlike že očitne (slika 20b). Rezultati meritev prikazujejo sinergistični učinek uporabe 





najbolj očiten pri uporabi 10 µM OSMI-1 v kombinaciji s 5 µM regorafenibom po 72 h 
vzorčenju (slika 20c). Če primerjamo krivulje oziroma mediane intenzitete signala celic 
izpostavljenih samo zaviralcu encima OGT ali samo TKI ali pri kontrolnih celicah, vidimo, da 
ni razlik med proliferacijskimi krivuljami (vse tri se prekrivajo in so na levi strani grafa), kar 
pomeni, da same spojine v izbranih koncentracijah nimajo vpliva na proliferacijo celic AMO-
1. Ko pa omenjene krivulje ali mediane intenzitet signala primerjamo s krivuljami ali 
medianami celic izpostavljenih TKI v kombinaciji z zaviralcem OGT, opazimo povečano 
mediano intenzitete signala in odklon v desno, kar nam pove, da kombinacija sinergistično 
zavira delitev celic AMO-1, saj so se celice manjkrat delile in imajo večjo količino CFSE v 
primerjavi s kontrolnimi vzorci. S tem smo dokazali, da sočasna uporaba regorafeniba in OSMI-
1 zavre proliferacijo celic. Poleg tega smo ugotovili, da se sinergistični vpliv povečuje s 
povečanjem odmerka TKI (podatki niso prikazani). Največji vpliv kombinacije TKI in zaviralca 
OGT se je pokazal po 72 h (prikazano na sliki 20c), in sicer je bila pri omenjeni kombinaciji 
mediana za 3,29-krat večja od kontrolnega vzorca, kar pomeni močno upočasnjeno celično 
delitev. Podoben trend med TKI in zaviranjem encima OGT so Kwei in sodelavci ugotovili v 
študiji, kjer so na različnih celičnih linijah uporabili zaviralec tirozin kinaz GDC-0941, ki je 
selektivni zaviralec signalne poti fosfoinozitidne 3-kinaze (PI3K). Za oceno ali OGT vpliva na 
učinek TKI so z siRNA omejili izražanje OGT na GDC-0941 odpornih rakavih celičnih linijah 
MDA-MB-231 in OVCAR-4 ter nato preverili delitev celic. Ugotovili so, da kombinacija 
odsotnosti OGT in dodatka TKI zavira signalno pot PI3K in posledično zavira delitev celic. 
Prav tako se je v odsotnosti OGT povečala občutljivost sicer rezistentnih celic na TKI v obeh 
rakavih celičnih linijah (70).  
Ker smo s testom proliferacije dokazali sinergistični učinek zaviralcev na celično delitev, smo 
želeli preveriti ali je to posledica zastojev v celičnem ciklu. V ta namen smo celice tretirali z 
regorafenibom (5 μM), OSMI-1 (10 μM) ali njuno kombinacijo ter jih v dveh časovnih točkah 
(24 h in 48 h) analizirali. Rezultati opravljenih meritev so na sliki 21 grafično predstavljeni kot 




Slika 21: Delež celic v posameznih fazah celičnega cikla, in sicer (a) po 24 h in (b) po 48 h. Podatki so prikazani kot povprečne 
vrednosti dveh bioloških ponovitev. Za obdelavo podatkov je bil uporabljen statistični test Dunnettov T3 primerjalni test, 
p<0,05. 
Iz analize podatkov lahko zaključimo, da tako OSMI-1 kot regorafenib statistično značilno 
povečata delež celic v G1 fazi in zmanjšata delež v S fazi celičnega cikla, če jih primerjamo s 
kontrolo. Fardini in sodelavci so ugotovili, da se stopnja N-acetilglukozaminilacije med 
potekom celičnega cikla spreminja. Stopnji izraženosti encima OGT in N-
acetilglukozaminilacije se povečata, ko celice vstopijo v celični cikel (prehod med fazo G0 in 
G1) in se zmanjšata na prehodu med fazama G1 in S, kar vodi v povečano aktivnost OGA. V 
skladu s temi opažanji so dokazali, da je N-acetilglukozaminilacija ključnega pomena za potek 
celičnega cikla, in bi lahko posledično modulacija procesov N-acetilglukozaminilacije 
prispevala k nadzorovanju na kontrolnih točkah (71). Rezultati naše študije se skladajo s 
podatki, ki so jih pridobili Fardini in sodelavci, saj je OSMI-1 signifikantno povišal delež celic 
v fazi G1 in zmanjšal delež celic v fazi S. Presenetljivo pa nismo zasledili sinergističnih učinkov 
spojin kot tudi ne ojačanja zastojev celic v posameznih fazah celičnega cikla. V nadaljevanju 
bi morebiti bilo smiselno spremljati razporeditev celic v celičnem ciklu po daljši časovni točki 




Izhodišče magistrske naloge so bili podatki iz predhodnih študij, ki so nakazovale, da imajo 
številni tipi raka, zaradi sprememb v izražanju encimov OGT in OGA spremenjeno stopnjo N-
acetilglukozaminilacije. Glede na povezave med post-translacijskimi modifikacijami je v 
literaturi poleg tekmovanja encimov za aminokislinske ostanke proteinov opisano, da lahko 
tirozin kinaze vplivajo na aktivnost OGT in obratno. Postavili smo hipotezo, da ima modulacija 
N-acetilglukozaminilacije v rakavih celicah sinergistični učinek z zaviralci tirozin kinaz na 
citotoksičnost celic. V našem delu smo tako prišli do sledečih dognanj: 
- Stopnja izraženosti encima OGT se med posameznimi celičnimi linijami razlikuje, kar 
je primerljivo z že znanimi rezultati.  
- Določene kombinacije TKI z zaviralci OGT statistično značilno zavrejo metabolno 
aktivnost izbranih celičnih linij. Najbolj izrazite sinergistične učinke smo opazili, če 
smo uporabili kombinacijo OSMI-1 in regorafeniba.   
- Znižana metabolna aktivnost celic po izpostavitvi celične linije AMO-1 regorafenibu in 
OSMI-1 se je izkazala kot posledica znižane živosti celic. Največji učinek na celice smo 
opazili pri dodatku kombinacije 10 μM regorafeniba in 10 µM OSMI-1, kjer je delež 
mrtvih celic po 72 h dosegel 63 %. 
- Apoptoza ni prevladujoča vrsta celične smrti pri izpostavitvi celične linije AMO-1 
regorafenibu v kombinaciji z OSMI-1. 
- Regorafenib v kombinaciji z OSMI-1 ima sinergistični zaviralni učinek na proliferacijo 
celic AMO-1. Največji sinergistični učinek se je pokazal po 72 h pri uporabi 5 µM 
koncentracije regorafeniba in 10 µM koncentracije OSMI-1. 
- Regorafenib v kombinaciji z OSMI-1 nima sinergističnega vpliva na celični cikel v 
primerjavi s kontrolami. 
Našo hipotezo, da ima modulacija N-acetilglukozaminilacije v rakavih celicah sinergistični 
učinek z zaviralci tirozin kinaz na citotoksičnost in proliferacijo celic AMO-1, lahko potrdimo, 
saj so razlike dobljene pri testih metabolne aktivnosti in živosti statistično značilne ter pri testu 
proliferacije izrazite, česar pa ne moremo trditi za celični cikel in vrsto celične smrti. Za 
potrditev naših predvidevanj bi morali narediti nadaljnje študije kot so prenos western za 
pregled signalnih poti, določanje različnih ciklinov in od ciklinov odvisnih kinaz, testiranje za 
določitev vrste celične smrti ter priprava rezistentne celične linije na izbrane TKI. Zbrani 
rezultati kažejo, da je lahko sočasna uporaba TKI in zaviralcev OGT obetaven ter učinkovit 
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